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POLYNUCLEOTIDE, VECTEUR ET CELLULE HOTE LE CONTENANT, POLYPEPTIDE CORRESPONDANT, 
PROCEDE POUR LEUR PRODUCTION ET LEUR UTILISATION. 

(57) L'invention concerne un polynucleotide ou plasmide 
derive cf un plasmide endogene de Propionibacterium p545, 
qui peut etre utilise pour transformer des cellules notes de 
Propionibacterium pour qu'elles produisent des polypepti- 
des ou proteines homologues ou heterologies ou d'autres 
composes, parexemple la vitamineB12, un procede de pro- 
duction correspondent et une cellule note utilisee dans ce 
procede. 
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La presente invention conceme un polynucleotide comprenant une 
sequence specifique, un vecteur le contenant, un polypeptide code par ce 
polynucleotide, une cellule hote comprenant ce polynucleotide ou ce vecteur, un 
proc£d6 de production de cette cellule hote, un precede de preparation de ce 
5 polypeptide, un procede de preparation de la vitamine B12 par culture de la cellule 
hote, et I'utilisation du polypeptide dans une methode de traiternent du corps 
humain ou animal, et I'utilisation de la cellule hote pour la fabrication du fromage, 
daliments ou d'aliments pour animaux. 

Plus precisdment, la presente invention conceme un plasmide 

10 endogene des bacteries Propionibacterium, des vecteurs qui en sont d£riv£s et 
I'utilisation de ces vecteurs pour exprimer des proteines (heterologues) dans des 
bacteries, en particulier dans des bacteries Propionibacterium. 

Les bacteries Propionibacterium sont des bacteries Gram-positives 
capables de produire divers composes interessants dans differents proced£s 

15 industriels. Par exemple, on sait que plusieurs especes de Propionibacterium 
produisent la vitamine B12 (cobalamine) dans des procddes de fermentation a 
grande echelle. D'autres especes sont utilisees dans les applications laitieres 
comme la fabrication du fromage ou elles contribuent a, et dans bien des cas sont 
meme principalement responsables, de la flaveur et de la texture specifiques du 

20 fromage. On considere que de nombreuses especes de Propionibacterium peuvent 
etre incorporees en toute securi'e, sous forme d'organismes vivants, dans les 
aliments et les aliments pour animaux. 

Pour pouvoir exploiter totalement le potentiel biotechnologique des 
bacteries Propionibacterium, il est ndcessaire de disposer de techniques dc genie 

25 genetique efficaces et flexibles. De telles techniques sont basees sur la 
disponibilite d'un plasmide approprie pour exprimer une proteine a partir d'un 
gene heterologue dans des bacteries Propionibacterium. 

Le document EP-A-0400931 (Nippon Oil) concerne un plasmide 
endogene (pTY-1) provenant de Propionibacterium pentosaceum (ATCC 4875) 

30 rnais ne decrit pas sa sequence et n'indique pas de maniere concrete comment il 
peut etre utilise pour exprimer un gene heterologue. 

Le document JP 08-56673 concerne le plasmide pTY-1 pour la 
production de la vitamine B12 mais n'indique pas que le plasmide demeure un 
element extrachromosomique qui se r£plique librement ni que le plasmide est 

35 stable dans les cellules transformees. 
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Cest pourquoi la presente invention a pour but de fournir des vecteurs 
qui sont plus efficaces que les vecteurs de l'etat de la technique, qui peuvent 
demeurer extrachromosomiques et qui sont stables. En particulier, la prdsente 
invention a pour but de fournir un vecteur efficace pour le clonage et 1'expression 
5 de fragments genomiques etrangers ou de gdnes Strangers dans une souche hote de 
Propionibacterium. Ceci peut leur permettre de se soustraire a Taction d'enzymes 
de restriction spdcifiques et d*6viter ainsi que Thote traite le plasmide comme un 
polynucleotide Stranger. 

Ainsi, dans un premier aspect, la presente invention foumit un 
10 polynucleotide comprenant une sequence capable de s'hybrider selectivement avec 

(a) la sequence SEQ ID n° 1 ou sa sequence complementaire ; 

(b) une sequence issue du plasmide de 3,6 kb de Propionibacterium 
freudenreichii CBS 101022 ; 

(c) une sequence issue du plasmide de 3,6 kb de Propionibacterium 
15 freudenreichii CBS 101023, ou 

(d) une sequence qui code un polypeptide de Tinvention, comme (au 
moins une partie de) la sequence d'acides amines representee dans 
SEQ ID n° 2 ou SEQ ID n° 3 ou sa sequence complementaire. SEQ ID 
n° 1 presente la sequence d'ADN du plasmide endogene de 

20 Propionibacterium LMG 16545 que la demanderesse a decouvert. La 

premiere sequence codante setend du nucleotide 273 au nucleotide 
1 184 et la sequence d'acides amines deduite de cette sequence codante 
est montree dans SEQ ID n° 2. La seconde sequence codante setend 
du nucleotide 1 181 au nucleotide 1483 et la sequence d'acides amines 
25 deduite de cette sequence codante est montree dans SEQ ID n° 3. 

La demanderesse a etudie un grand nombre d'isolats de 
Propionibacterium et a identifie deux souches contenant des plasmides cryptiques 
d'une taille de 3,6 kb. L'une de ces souches est Propionibacterium freudenreichii 
LMG 16545 qui a ete deposee aupres du Centraalbureau voor Schimmelcultures 
30 (CBS), Oosterstraat 1, Postbus 273, NL-3740 AG Baarn, Pays-Bas, au nom de 
Gist-brocades B.V. de Wateringseweg. 1, P.O. Box 1, 2600 MA Delft, Pays-Bas, 
le 19 juin 1998 conformement au Traite de Budapest et qui s'est vue attribuer le 
numero d'ordre CBS 101022. L'autre souche est Propionibacterium freudenreichii 
LMG 16546 qui a 6t6 deposee aupres du Centraalbureau voor Schimmelcultures le 
35 19 juin 1998 conformement au Traitd de Budapest et qui s'est vue attribuer le 
numero d'ordre CBS 101023. 
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Grace & la caractdrisation totale et h 1'analyse assist6e par ordinateur de 
la sequence nucleotidique de LMG 16545. la demanderesse a pu identifier des 
sites d'insertion pour des fragments d'ADN etrangers. Ces sites ont permis de 
construire des plasmides qui sont encore capables de se repliquer de maniere 
5 autonome dans la bacterie Propionibacterium. 

De maniere surprenante, on a constate qu'un gene de resistance a 
Ferythromycine provenant de l'actinomycete Saccharopolyspora erythraea est 
exprime efficacement dans Propionibacterium de sorte qu'il peut etre utilise 
comme marqueur de selection pour des cellules transformees. 

10 On a egalement construit des vecteurs bifonctionnels qui peuvent etre 

maintenus de maniere stable et qui peuvent etre selectionnes dans les bacteries 
E. coli et Propionibacterium. Ceci permet d utiliser des bacteries E. coli pour la 
construction de vecteurs, et d'exprimer de maniere fonctionnelle des genes 
homologues ou heterologues dans des bacteries Propionibacterium. La 

15 construction de vecteurs avec E. coli est relativement ais£e et peut etre realisee 
rapidement. 

Le polynucleotide selon l'invention peut se repliquer de maniere 
autonome ou extrachromosomique, par exemple dans une bactdrie comme 
Propionibacterium. 

20 Ainsi, dans un second aspect, la presente invention fournit aussi un 

vecteur qui comprend un tel polynucleotide. 

L'invention fournit egalement un proced6 de preparation d'un 
polypeptide qui comprend la culture d'une cellule bote transformee ou transfectee 
avec un vecteur selon l'invention dans des conditions permettant 1'expression du 

25 polypeptide. 

L'invention fournit en outre un polypeptide qui comprend la sequence 
presentee dans SEQ ED n° 2 ou 3 ou une sequence sensiblement homologue de 
celle-ci, ou un fragment de Tune ou Tautre sequence, ou une proteine codee par un 
polynucleotide selon la presente invention. 

30 Un polynucleotide selon l'invention peut etre capable de s'hybrider 

selectivement avec la sequence SEQ ID N° 1, ou avec une partie de celle-ci, ou 
avec la sequence complementaire de cette sequence ou d'une partie de celle-ci. Ce 
polynucleotide peut etre capable de s'hybrider selectivement avec la sequence du 
plasmide de 3,6 kb de P.freudenreichii CBS 101022 ou CBS 101023, ou avec une 

35 partie de la sequence de l'un ou Tautre plasmide. Typiquement, un polynucleotide 
selon l'invention est une sequence contigue de nucleotides qui est capable de 
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s'hybrider selectivement avec la sequence SEQ ID n° 1 ou avec la sequence de Tun 
ou l'autre plasmide de 3,6 kb, ou avec un partie de l'une queiconque de ces 
sequences, ou avec la sequence complementaire de ces sequences ou d'une partie 
de l'une queiconque de ces sequences. 
5 Un polynucleotide selon l'invention et la sequence SEQ ID n° 1 ou Tun 

ou l'autre des plasmides de 3,6 kb, ou une sequence codant un polypeptide, ou une 
partie de ces sequences, peuvent s'hybrider a un niveau sensiblement superieur au 
bruit de fond. Une hybridation de bruit de fond peut se produire par exemple du 
fait de la presence d'autres polynucleotides dans la preparation. Le niveau du 
10 signal produit par Interaction entre un polynucleotide de l'invention et la 
sequence SEQ ED n° 1 ou Tun ou l'autre des plasmides de 3,6 kb, ou une partie de 
ces sequences, est typiquement au moins 10 fois, de picrSrence au moins 100 fois, 
plus intense que les interactions entre d'autres polynucleotides et la sequence 
codante de SEQ ID n° 1 ou de l'un ou l'autre des plasmides de 3,6 kb, ou une 
15 sequence codant un polypeptide, ou une partie de ces sequences. On peut mesurer 
I'intensite d'interaction par exemple en radiomarquant la sonde, par exemple avec 
32 P. Typiquement, on obtient une hybridation selective en utilisant des conditions 
de stringence moyenne (par exemple chlorure de sodium 0,03M et citrate de 
sodium 0,03M a une temperature d'environ 50°C) a 6lev6e (memes conditions 
20 maisa60°C). 

Les polynucleotides selon l'invention peuvent presenter une homologie 
gdneralement d'au moins 70%, de preference d'au moins 80 ou 90% et de 
preference encore d'au moins 95 %, et de maniere optimale d'au moins 98 %, avec 
les sequences fa) a (d) sur une region d'au moins 20, de preference d'au moins 30, 
25 par exemple d'au moins 40, 60 ou 100 nucleotides contigus ou plus. 

D est possible d'utiliser une combinaison queiconque des degres 
dhomologie et des tailles minimales mentionnes ci-dessus pour definir les 
polynucleotides selon l'invention, les combinaisons les plus stringentes (c'est-a- 
dire plus haute homologie sur de plus grandes longueurs) etant preferees. Ainsi, 
30 par exemple, un polynucleotide qui a une homologie d'au moins 80 % ou 90 % sur 
25, de preference sur 30 nucleotides, constitue un mode de realisation de 
l'invention, de meme qu'un polynucleotide qui a une homologie d'au moins 90 % 
ou 95 % sur 40 nucleotides. 

Les parties evoquees ci-dessus peuvent etre les sequences codantes de 
35 SED ID n° 1 ou de Tun ou l'autre des plasmides de 3,6 kb. D'autres parties de SEQ 
ID n° 1 que Ton prefere sont 1'origine de replication, les sequences promotrices ou 



BNSDOCID: <FR 2780733A1J_> 




2780733 



regulatrices, ou les sequences capables de provoquer ou de favoriser la replication 
autonome dans une cellule hote, telle qu'une bacterie Propionibacterium. 

On a constate que la partie du plasmide qui s'&end du site de 
restriction Sail au site de restriction AlwNl semble etre la region qui est necessaire 
5 pour la replication du plasmide. Bien que d'autres parties du plasmide aient ete 
deletees, la replication ne semble pas avoir et£ affectee de maniere defavorable. 
De ce fait, selon I'invention, la sequence (b) ou (c) peut etre la region delirnitee par 
les sites de restriction Sail et AlwNl qui a une longueur d'environ 1,7 kb. A titre 
d'alternative, la sequence (b) ou (c) peut etre remplacee par la sequence 
10 correspondant aux nucleotides 1 a 1 800, par exemple 100 a 1 700, de maniere 
approprtee 1 50 a 1 500, avantageusement 200 a 1 300 et de maniere optimale 250 
a 1 200 de SEQ ID n° 1. 

Les proteines (SEQ ID n° 2 et 3) codees par ORF1 (cadre de lecture 1) 
et ORF 2, respectivement, sont supposees favoriser Tune et 1'autre la replication du 

15 plasmide. Le plasmide se replique par le processus connu de replication en cercle 
rotatif dans lequel TADN plasmidique double brin initial est coupe par Tune ou 
1'autre des proteines qui favorisent la production d'une copie du brin externe en 
utilisant le brin interne comme matrice. La copie du cercle exteme est retiree et les 
extremites sont reunies. L'hote assure ensuite la replication dim nouveau cercle 

20 interne en utilisant comme matrice le cercle externe produit. 

Les sequences codantes selon Tinvention peuvent etre modifiees par 
des substitutions de nucleotides, par exemple par 1, 2 ou 3 a 10, 25, 50 ou 
100 substitutions. A titre d'alternative ou de complement, les polynucleotides des 
sequences (a) a (d) peuvent etre modifies par une ou plusieurs insertions ou 

25 deletions et/ou par une extension a Tune ou 1'autre des extremites. U est possible 
de realiser des substitutions degenerees et/ou des substitutions qui entrainent une 
substitution d'acides amines conservative quand la sequence modifiee est traduite, 
par exemple de la maniere discutee plus loin au sujet des polypeptides de 
Tinvention. 

30 Les polynucleotides scion Tinvention peuvent etre de TADN ou de 

TARN. Ce peut etre egalement des polynucleotides qui incluent des nucleotides 
synthetiques ou modifies. Un certain nombre de types differents de modifications 
qui peuvent etre apportees 5 des polynucleotides sont connus dans la technique. 
Celles-ci comprennent les squelettes de methylphosphonate et de thiophosphate, 

35 Taddition d acridine ou de chaines de polylysine aux extremites 3' et/ou 5 f de la 
molecule. II est a noter que les polynucleotides selon Tinvention peuvent etre 
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modifies par tout procede disponible dans la technique. De telles modifications 
peuvent etre apportees pour augmenter lactivite in vivo ou la duree de vie des 
. polynucleotides de ttnvention. 

Les polynucleotides selon 1'invention peuvent etre utilises comme 
5 amorce, par exemple une amorce de PCR (reaction en chaine par polymerase), une 
amorce pour une autre reaction d'amplification, une amorce qui peut etre marquee 
par exemple avec un marqueur d'identification, radioactif ou non radioactif, par 
des moyens conventionnels, ou bien les polynucleotides peuvent etre incorpores 
ou clones dans des vecteurs. Ces amorces, sondes et autres fragments auront une 

10 longueur d'au moins 15, de preference d'au moins 20, par exemple d'au moins 25, 
30 ou 40 nucleotides. lis auront typiquement une longueur pouvanl atteindre 40, 
50, 60, 70, 100 ou 150 nucleotides. Les sondes et fragments peuvent avoir une 
longueur superieure a 150 nucleotides, par exemple pouvant atteindre 200, 300, 
500, 1 000 ou 1 500 nucleotides, ou bien une longueur de quelques nucleotides, 

15 par exemple de 5 h 10 nucleotides, de Tune quelconque des sequences (a) h (d). 

Les polynucleotides tels que les polynucleotides d'ADN et les amorces 
selon la presente invention peuvent etre produits par recombinaison, par synthase 
ou par tout moyen dont dispose Thomme du metier. Ds peuvent aussi etre clones 
par des techniques standards. Les polynucleotides sont typiquement fournis sous 

20 forme isolee et/ou purifiee. 

En general, les amorces seront produites par synthese, avec production 
par etapes de la sequence d'acide nucleique voulue, nucleotide par nucleotide. On 
dispose largement de techniques automatisees pour realiser une telle synthese. 

Habituellem^nt, les polynucleotides de plus grande taille seront 

25 obtenus par recombinaison, par exemple h l'aide des techniques de clonage par 
PCR qui comprennent Ja production d'une paire d'amorces (par exemple d'environ 
15 a 30 nucleotides) pour la region de SEQ ID n° 1 ou de Tun ou I'autre des 
plasmides de 3,6 kb que Ton souhaite doner, la mise en contact des amorces avec 
de 1'ADN obtenu a partir d'une bact£rie Propionibacterium, la mise en oeuvre d'une 

30 reaction en chaine par polymerase dans des conditions qui entrainent 
1' amplification de la region voulue, Tisolement du fragment amplifie (par exemple 
par purification du melange reactionnel sur un gel d'agarose) et la recuperation de 
TADN amplifie. Les amorces peuvent etre con?ues pour contenir des sites de 
restriction appropri^s afin que TADN amplifie puisse etre clone dans un vecteur de 

35 clonage approprie. De telles techniques peuvent etre utilisees pour obtenir tout ou 
partie de SEQ ID n° 1 ou de Tun ou I'autre des plasmides de 3,6 kb. 
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Les techniques mentionnees ici sont bien connues 10 . 
Les polynucleotides qui ne presentent pas une homologie de 100 % 
avec SEQ ID n° 1 ou avec Tun ou l autre des plasmides de 3,6 kb mais qui sont 
conformes a 1'invention peuvent etre obtenus de diverses manieres. 
5 Les polynucleotides homologues de SEQ ID n° 1 ou de Tun ou Tautre 

des plasmides de 3,6 kb peuvent etre obtenus par exemple par criblage de banques 
d'ADN genomique obtenues a partir de diverses bacteries Propionibacxerium, 
comme P. freudenreichii, P. jensenii. P. thoenii, P. acidipropionici, ou d'autres 
souches de bacteries de la classe des actinomycfctes, ou d'autres bacteries Gram- 

10 positives, ou a partir de celles qui sont riches en G:C. Tous ces organismes 
constituent des sources appropriees de genes homologues ou heterologues, de 
promoteurs, de stimulateurs, ou de cellules hotes, qui peuvent etre utilises selon la 
presente invention. De tels homologues et leurs fragments sont generalement 
capables de s'hybrider selectivement avec la sequence codante de SEQ ID n° 1 ou 

15 avec sa sequence comptementaire, ou avec Tun ou l'autre des plasmides de 3,6 kb. 
De telles sequences peuvent etre obtenues par criblage de banques d'ADN 
genomique de Propionibacterium avec des sondes comprenant tout ou partie de la 
sequence codante de SEQ ID n° 1 ou de Tun ou l'autre des plasmides de 3,6 kb, 
dans des conditions de stringence moyenne a 61evee (par exemple chlorure de 

20 sodium 0,3M et citrate de sodium 0,03M a une temperature denviron 50 a 60°C). 

D est possible aussi d'obtenir des homologues par PCR d^generee qui 
utilise des amorces dirigees vers des sequences conserves dans les homologues. 
Les sequences conservees peuvent etre pr&iites par alignement de SEQ ID n° 1 ou 
de la sequence de l'un ou l autre des plasmides de 3,6 kb avec leurs homologues. 

25 Les amorces contiendront une ou plusieurs positions degenerees et seront utilises 
dans des conditions de stringence plus basses que celles utilisees pour doner des 
sequences avec des amorces a une seule sequence contre des sequences connues. 

A titre d'alternative, il est possible d'obtenir de tels polynucleotides par 
mutagenese dirigee de SEQ ID n° 1 ou de Tun ou Tautre des plasmides de 3,6 kb, 

30 ou de leurs homologues. Ceci peut etre utile par exemple quand des changements 
de codons silencieux sont necessaires pour des sequences, pour optimiser les 
preferences de codons pour une cellule hote particuliere dans laquelle les 
sequences polynucleotidiques sont exprimees. D'autres changements de sequence 
peuvent etre souhaitables pour introduire des sites de restriction ou pour modifier 

35 les proprietes ou les fonctions des polypeptides codes par les polynucleotides. 
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Des precedes pour mesurer J'homologie de polynucleotides sont bien 
connus dans la technique. Par exemple, lensemble UWGCG fournit le programme 
. BESTFIT qui peut etre utilise pour calculer 1'homologie, par exemple en mode de 
defaut 7 . Pour I'homologie des acides amines en ce qui concerne les polypeptides 
5 selon {'invention dont il sera question dans la suite, on peut employer BLAST 
(Basic Local Alignment Search Tool 1 ), qui produit des alignements de sequences 
d acides amines (et de sequences de nucleotides si necessaire) pour determiner la 
similitude de sequences. Ainsi, BLAST peut etre utilise pour determiner des 
appariements exacts ou pour identifier des homologues, et il est particulidrement 
10 utile pour les appariements qui ne contiennent pas de vides. La technique BLAST 
utilise lalgorithme base sur l appariement de segments a haute evaluation ("High- 
scoring Segment Pair" (HSP)). 

Les polynucleotides double brin comprenant une sequence 
polynucleotidique selon 1'invention et sa sequence complementaire sont inclus 
15 dans le cadre de 1'invention. 

Les polynucleotides (par exemple sondes ou amorces) selon 
1'invention peuvent porter un marqueur d'identification. Les marqueurs appropries 
comprennent des radioisotopes comme 32 P ou 35 S, les marqueurs enzymatiques ou 
dautres marqueurs proteiques comme la biotine. Des techniques de detection pour 
20 ces marqueurs sont connues en soi. 

Les polynucleotides marques ou non marques, peuvent etre utilises 
dans des tests bases sur les acides nucleiques pour detecter ou sequencer un autre 
polynucleotide selon 1'invention dans un echantillon. 

Les polynucleotides selon 1'invention comprennent les variantes de la 
25 sequence de SEQ ID n° 1 ou de Tun ou Tautre des plasmides de 3,6 kb qui sont 
capables de se repliquer de maniere autonome ou de demeurer extrachromoso- 
miques dans une cellule hote. De telles variantes peuvent etre stables dans une 
bacterie telle qu'une bacterie Propionibacterium. 

G£n6ralement le polynucleotide comprendra I'origine de replication 
30 et/ou la ou les regions codantes de SEQ ID n° 1 ou de l'un ou I'autre des plasmides 
de 3,6 kb, ou des homologues de ces sequences. Un polynucleotide qui est stable 
dans une cellule bote, telle qu'une cellule de Propionibacterium ou de E. coli, est 
un polynucleotide qui persiste dans Thote au cours de cinq generations, de 
preference au cours de quinze generations et de preference encore au cours de 
35 trente generations. Generalement, un tel polynucleotide est herite par les deux 
cellules filles a chaque generation. 
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Le polynucleotide peut comprendre un promoteur ou une origine de 
replication (par exemple en amont de toutes les sequences codant une proteine de 
replication). 

Le polynucleotide selon l'invention peut etre utilise pour transformer 
5 une bacterie, telle qu'une bacterie Propionibacterium ou coli, par exemple par 
un procede approprie 11 . 

Le polynucleotide peut etre present dans une bacterie en un nombre de 
copies de 5 a 500, par exemple de 10 a 100. 

Le polynucleotide peut etre capable de se repliquer de maniere 
10 autonome dans une bacterie qui n'est pas une bacterie Propionibacterium. Ce peut 
etre une bacterie E. coli ou une bacterie Gram-positive ou riche en G : C, ou une 
bacterie de la classe des actinomycetes. Un tel polynucleotide comprendra 
generalement des sequences qui permettent au polynucleotide de se repliquer de 
maniere autonome dans cette bacterie. De telles sequences peuvent etre issues de 
15 plasmides qui sont capables de se repliquer dans cette bacterie. Le polynucleotide 
peut etre un polynucleotide qui a 6t6 produit par replication dans une bacterie 
Propionibacterium. A titre d'alternative, le polynucleotide peut avoir ete produit 
par replication dans une autre bacterie, telle qu'une bacterie E. coli. Ce 
polynucleotide peut etre capable de se soustraire a Taction des enzymes de 
20 restriction de la cellule hote de Propionibacterium. 

Dans un second aspect, l'invention concerne egalement un vecteur 
comprenant un tel polynucleotide. Ce vecteur peut etre capable de se repliquer 
dans une cellule hote, telle qu'une bacterie, par exemple actinomycete, 
Propionibacterium ou E coli. Le vecteur peut etre un polynucleotide iineaire ou, 
25 plus habituellement, un polynucleotide circulaire. Ce peut etre un hybride du 
polynucleotide selon l'invention et d un autre vecteur. L'autre vecteur peut etre un 
vecteur de £. coli, comme pBR322, ou un vecteur de la famille pUC, Rl, ColD ou 
RSF1010, ou un vecteur derive de ceux-ci 

Le polynucleotide ou vecteur de l'invention peut etre un plasmide. Un 
30 tel plasmide peut avoir une carte de restriction identique ou similaire aux cartes de 
restriction presentees sur les figures I, 2a et 2b annexees. 

Le polynucleotide ou vecteur peut avoir une taille de 1 2k 20 kb, par 
exemple de 2 k 10 kb, de maniere optimale de 3 a 7 kb. 

Le polynucleotide ou vecteur peut comprendre des sites de clonage 
35 fonctionnels multiples. De tels sites de clonage comprennent generalement les 
sequences de reconnaissance d'enzymes de restriction. Le polynucleotide ou 
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vecteur peut comprendre la sequence presentee dans SEQ ID n° 1 et/ou contenir 
des sites de reconnaissance pour les enzymes de restriction EcoRl Sad, AlwNl, 
Bsml BsaBl Bell Apal HindUl, SaR, Hpa\ Pstl. Sphl BamHL Acc65l EcoRV et 
BglK Ainsi, le polynucleotide ou vecteur peut comprendre un, plusieurs ou tous 
5 ces sites de restriction, generalement dans Tordre indiqud sur les figures annexees. 

De preference, quand il est present dans une bact£rie telle qu'une 
bacterie Propionibacterium ou E. coli, le polynucleotide ou vecteur selon 
Tinvention ne s'integre pas dans le chromosome de la bacterie. Generalement, le 
polynucleotide ou vecteur ne s'integre pas au cours de 5 generations, de preference 

10 au cours de 20 ou 30 generations. 

Le polynucleotide ou vecteur peut etre un plasmide a replication 
autonome qui peut rester extrachromosomique a 1'interieur d'une cellule h6te, 
lequel plasmide est derive d'un plasmide endogene de Propionibacterium et qui. 
quand il comprend un gene heterologue (a Thote), est capable d'exprimer ce gene a 

15 1'interieur de la cellule bote. Le terme "derive de" signifie que le plasmide a 
replication autonome comprend une sequence identique au polynucleotide de 
Tinvention. 

Le vecteur selon Tinvention peut comprendre un marqueur 
selectionnable qui peut etre un marqueur qui confere une resistance a un 

20 antibiotique tel qu'un gene de resistance a Tampicilline, k la kanamycine ou a la 
tetracycline. Le marque selectionnable peut aussi etre un gene de resistance a 
Terythromycine qui peut provenir d'un actinomycete, comine Saccharopolyspora 
erythraea* par exemple Saccharopolyspora erythraea NRRL2338. D'autres 
marqueurs selectionnables qui peuvent etre presents dans le vecteur comprennent 

25 les gdnes de resistance au chloramphenicol, a la thiostreptone, a la viomycine, a la 
neomycine, a I'apramycine, a Thygromycine, a la bleomycine ou a la 
streptomycine. 

Le vecteur peut etre un vecteur d'expression qui peut comprendre un 
gene heterologue (qui n'existe pas naturellement dans la cellule hote, par exemple 
30 une cellule de Propionibacterium), ou un gene endogene ou homologue de la 
cellule hote, par exemple de la cellule de Propionibacterium. Dans le vecteur 
d'expression, le gene a exprimer est habituellement lie de maniere active a une 
sequence de controle qui est capable d'assurer Texpression du gene dans une 
cellule hote. 

35 Le terme "lie de maniere active" designe une juxtaposition dans 

laquelle les composants decrits sont entre eux dans une relation qui leur permet de 
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fonctionner de la maniere prevue. Une sequence de controle "liee de maniere 
active" a une sequence codante est introduite par ligature de maniere que 
l'expression de la sequence codante soit obtenue dans des conditions compatibles 
avec la sequence de controle. 
5 Le gene heterologue ou endogene peut etre insere entre les nucleotides 

1 et 200 ou entre ies nucleotides 1500 et 3555 de SEQ ED n° 1 ou en une position 
equivalente dans un polynucleotide homologue. 

De tels genes peuvent comprendre des genes homologues ou 
endogenes tels que les facteurs d'elongation, les promoteurs, les sequences ou 

10 element de regulation, et les prolines de replication. D'autres genes (qui peuvent 
etre h£tdrologues pour l'hote) comprennent ceux qui codent ou qui favorisent la 
production de facteurs nutritionnels, dimmunomodulateurs, d'hormones, de 
proteines et d'enzymes (par exemple proteases, amylases, peptidases, lipases), 
d'agents texturants, de substances aromatisantes (par exemple diacetyle, acetoine), 

1 5 de groupes de genes, d'agents antimicrobiens (par exemple nisine), de substances 
destinees a etre utilises dans les aliments (par exemple dans les saucisses, le 
fromage), d'enzymes metaboliques, de vitamines (par exemple B12), 
d'uroporphyrinogene (III) methyltransferase (UP III MT), de cobA, d'antigenes et 
d'agents thdrapeutiques (par exemple pour vaccins). Comme on le verra, les hotes 

20 peuvent produire une grande variete de substances, pas seulement des 
polypeptides, qui peuvent etre le produit voulu ou qui peuvent etre utilisees pour 
produire le produit voulu. 

Le gene heterologue peut avoir un effet therapeutique sur un etre 
hurnain ou un animal. Un tel gfcne peut comprendre un antigene, provenant par 

25 exemple d'un organisme pathogene. L'hote, tel qu'une bacterie Propionibacterium, 
qui comprend un polynucleotide ayant un tel gene heterologue peut etre utilise 
comme vaccin ou dans un vaccin, et peut conferer une protection contre les agents 
pathogenes. 

L'antigene heterologue peut etre une proteine complete ou une partie 
30 d'une proteine contenant un epitope. L'antigene peut etre issu d'une bacterie, d'un 
virus, d'une levure ou d'un champignon. 

La cellule hote forme le troisieme aspect de 1'invention et comprend un 
polynucleotide ou vecteur du premier aspect ou du second aspect. La cellule h6te 
peut etre une bacterie, par exemple de la classe des actinomycetes. La bacterie 
35 peut etre une bacterie Propionibacterium ou E. coli. La bacterie 
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Propionibacterium peut etre une bacterie P. freudenreichiL P. jensenii, P. thoenii 
ou P. acidipropionici. 

Dans son quatrieme aspect, I'invention concerne un precede de 
production d'une cellule hdte du troisieme aspect, le procede comprenant la 
5 transformation ou la transfection d'une cellule hote avec un polynucleotide ou 
vecteur du premier ou du second aspect, par exemple avec des techniques de 
transformation conn ues 11 . i 

Dans son cinquieme aspect, I'invention concerne un procede de 
preparation d'un polypeptide code par Ie polynucleotide ou vecteur de I'invention 
10 present dans une cellule hote selon I'invention, qui comprend 1'exposition ou la 
culture de la cellule hote dans des conditions permettant l'expression du 
polypeptide. 

Dans cet aspect, I'invention fournit done un procede de preparation 
d'un polypeptide code par un gene donne, lequel procede comprend la culture 

15 d'une cellule hote transformee ou transfectee avec un vecteur d'expression 
comprenant le gene, dans des conditions permettant l'expression dudit 
polypeptide, et eventuellement la recuperation du polypeptide exprime. La cellule 
hote peut etre de la classe des actinomycetes, ou une bacterie Gram-positive telle 
qu'une bacterie Propionibacterium ou E. coli. 

20 Les promoteurs, les initiateurs de traduction, les terminateurs de 

traduction, les g£nes de facteurs d'elongation, 1'ARN ribosomique, les genes de 
resistance aux antibiotiques, les promoteurs synthetiques (par exemple con£us 
d'apres des sequences consensus) ou les autres signaux de regulation de 
l'expression qui sont presents dans le polynucleotide ou vecteur peuvent etre ceux 

25 qui sont compatibles avec l'expression dans la cellule hote. De tels promoteurs 
comprennent les promoteurs des genes endogenes de la cellule hote. 

Les conditions de culture peuvent etre des conditions aerobies ou 
anaerobies, selon l'hdte. Pour un procede de fermentation, la cellule hote est 
placee dans des conditions anaerobies puis eventuellement aerobies. Les composes 

30 produits, tels qu'un polypeptide exprime, peuvent ensuite etre recuper^s, par 
exemple a partir de la cellule hote ou du milieu de fermentation. Le polypeptide 
exprime peut etre secrete par la cellule hote. Ou bien encore, le polypeptide peut 
ne pas etre secrete par la cellule hote, auquel cas il peut etre exprime sur la surface 
de la cellule hote. Ceci peut etre souhaitable, par exemple, si le polypeptide 

35 comprend un antigene pour lequel on souhaite une reponse immunitaire chez 
Thomme ou ('animal. 
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Un gene homologue qui peut etre present dans le vecteur de l'invention 
peut etre le gene cobA. Ainsi, une cellule hote cornprenant ce vecteur peut etre 
capable de produire un compose tel que la vitamine B12 a partir d*un substrat, ou 
bien le compose peut etre le produit d'une enzyme. L'invention fournit un proced£ 
5 de preparation de la vitamine B12 qui comprend la culture ou la fermentation 
d'une telle cellule hote dans des conditions dans lesquelles le gene de la UP(D3) 
MT est exprime. Lenzyme produite peut etre mise en contact avec un substrat 
approprie dans des conditions dans lesquelles le substrat est converti en vitamine 
B12. Ceci peut conduire a la production accrue de vitamine B12. 

10 Ainsi qu'on l a deja indique, le polynucleotide selon l'invention peut 

comprendre un gene heterologue qui est un gene therapeutique. L'invention 
concerne done une cellule hote cornprenant un vecteur selon l'invention qui 
comprend un gene therapeutique destine a Stre utilise dans une m&hode de 
traitement du corps humain ou animal par therapie. Une telle cellule hote, qui peut 

15 etre vivante ou morte, peut Stre une cellule de Propionibacterium. 

La cellule hote peut etre formulee pour l'administration clinique en 
etant melangee avec un support ou diluant pharmaceutiquement acceptable. Par 
exemple, elle peut etre formulee pour l'administration topique, parenteral^ 
intraveineuse, intramusculaire, sous-cutan£e, orale ou transdermique. La cellule 

20 hote peut etre melangee avec tout vehicule qui est pharmaceutiquement acceptable 
et qui est approprie pour la voie d'administration voulue. Le support ou diluant 
pharmaceutiquement acceptable pour l'injection peut etre par exemple une 
solution sterile ou isotonique comme leau pour injection ou le serum 
physiologique. 

25 La dose des cellules hotes peut etre ajustee selon differents 

parametres, en particulier selon le type des cellules hotes utilisees, Tage, le poids 
et l'etat du patient a trailer, le mode d'administration utilise, la maladie a traiter et 
le schema clinique necessaire. A titre de guide, le nombre de cellules hotes 
administrees, par exemple par administration orale, est de 10 7 a 10 n cellules 

30 holes par dose pour un humain adulte d'un poids corporel de 70 kg. 

Les voies d'administration et les doses decrites ne constituent qu'un 
guide car le praticien experiments est capable de determiner aisement la voie 
d'administration et la dose optimales pour un patient particulier quelconque et une 
maladie quelconque. 

35 Dans un sixieme aspect, invention fournit un polypeptide cornprenant 

Tune des sequences d'acides amines presentees dans SEQ ID n° 2 et 3 ou une 
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sequence sensiblement homologue, ou un fragment de Tune ou I'autre de ces 
sequences- Le polypeptide peut etre un polypeptide code par un polynucleotide du 
premier aspect de 1'invention. En general, on preffcre les sequences d'acides amines 
naturelles presentees dans SEQ ID n° 2 et 3. Toutefois, les polypeptides selon 
5 1'invention comprennent les homologues des sequences naturelles, et les fragments 
des sequences naturelles et de leurs homologues, qui possedent 1'activite des 
polypeptides naturels. Une telle activite peut etre d'assurer la replication du 
polynucleotide selon 1'invention. En particulier, un polypeptide selon 1'invention 
peut comprendre : 



10 (a) la proteine de SEQ ID n° 2 ou 3, ou 

(b) un homologue de celle-ci, provenant d'actinomycetes, comme 
Propionibacterium freudenreichii ou d'autres souches de 
Propionibacterium, ou 

(c) une proteine ayant une homologie d'au moins 70 % avec (a) ou (b). 

15 Un homologue peut exister naturellement dans une bacterie 



Propionibacterium et peut fonctionner de maniere sensiblement similaire k un 
polypeptide de SEQ ID n° 2 ou 3. Un tel homologue peut exister dans des 
actinomycetes ou des bacteries Gram-positives. 

Une proline ayant une homologie d'au moins 70 % avec les proteines 

20 de SEQ ED n° 2 ou 3 ou un homologue de celles-ci aura de preference une 
homologie d'au moins 80 ou 90 % a de preference encore d'au moins 95 %, 97 % 
ou 99 % avec celles-ci sur une region d'au moins 20, de preference d'au moins 30, 
par exemple d'au moins 40, 60 ou lOOacides amines contigus ou plus. Des 
procedes pour mesurer l'homologie des proteines sont bien connus et I'homme du 

25 metier comprendra que, dans le present contexte, l'homologie est calculee sur la 
base de 1'identitd des acides amines (parfois appelee "homologie stricte"). 

Les sequences des proteines de SEQ ID n° 2 et 3 et d'homologues 
peuvent done etre modifiees pour produire d'autres polypeptides dans le cadre de 
la presente invention. 

30 n est possible de faire des substitutions d'acides amines, par exemple 

de faire 1, 2 ou 3 a 10, 20 ou 30 substitutions. En general, le polypeptide modifie 
conserve son activite naturelle. U est possible de realiser des substitutions 
conservatives, par exemple selon le tableau suivant. Les acides amines de la meme 
ligne dans la seconde colonne et de preference de la meme ligne dans la troisieme 

35 colonne peuvent etre substitues les uns aux autres : 
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Aliphatique 


Non-polaire 


GAP 




ILV 




Polaire - non charge 


CSTM 




NQ 




Polaire - charge 


D E ! 






KR I 


I Aromatique 




HFW Y | 



Les polypeptides selon l'invention comprennent aussi des fragments 
des polypeptides de longueur integrate mentionnees ci-dessus et de leurs variantes, 
y compris des fragments des sequences presentees dans SEQ DD n° 2 ou 3. De tels 
5 fragments peuvent conserver lactivite naturelle du polypeptide de longueur 
integrate. 

Les fragments appropries auront une taille dau moins environ 5 acides 
amines, par exemple de 10, 12, 15 ou 20 acides amines. Les fragments de 
polypeptide de SEQ ID n° 2 et 3 et leurs homologucs peuvent contenir une ou 
10 plusieurs (par exemple 2, 3, 5 ou 10) substitutions, deletions ou insertions, y 
compris des substitutions conservees. 

Un polypeptide selon l'invention peut €tre sous une forme 
sensiblement isolee, et aussi sous une forme sensiblement puriftee, qui 
comprendra generalement le polypeptide dans une preparation dans laquelle plus 
15 de 90 %, par exemple 95 %, 98 % ou 99 % du polypeptide dans la preparation est 
un polypeptide de l'invention. 

Un polypeptide selon l'invention peut etre marque avec un marqueur 
didentification qui peut etre tout marqueur approprie qui permet la detection du 
polypeptide. Les marqueurs appropries comprennent les radioisotopes, par 
20 exemple 125 I, 35 S, les enzymes, les anticorps, les polynucleotides et les lieurs 
comme la biotine. 

D apparaitra d'apres la description que les cellules hdtes du troisieme 
aspect peuvent etre utilisees pour produire non seulement des proteines 
recombinees mais aussi d autres composes d interet, y compris des substances non 
25 proteiques telles que des substances chimiques inorganiques, en particulier des 
vitamines. Ainsi, dans un septieme aspect, la prdsente invention concerne un 
procede de production d'un compose, qui comprend la culture ou la fermentation 
de cellules hotes du troisieme aspect dans des conditions permettant la production 
du compose voulu. Bien que ce compose puisse etre un polypeptide, par exemple 



BNSDOCID: <FR 2780733A1 J_> 




2780733 



ft 

un polypeptide du sixieme aspect, ce peut etre egalernent Tun des composes 
mentionnes ci-dessus au sujet des genes a exprimer. U est clair que ies composes 
inorganiques ne sont pas exprimes par un gene mais peuvent etre produits par une 
enzyme, ou bien le polypeptide ou ('enzyme peut aider la cellule hote a produire 
5 les composes voulus. Ces composes peuvent etre produits dans la cellule et isoles 
ulterieurement, par exemple apres la lyse de la cellule hote, ou bien ils peuvent 
franchir la paroi de la cellule hote pour parvenir dans le milieu environnant qui 
peut etre un milieu de fermentation, par exemple une solution aqueuse. De cette 
maniere, les cellules hotes peuvent etre cultivees dans un milieu aqueux qui 
10 comprend des cellules et des produits nutritifs pour les cellules, par exemple des 
sources assimilables de carbone et/ou d'azote. 

Les polypeptides ainsi produits peuvent avoir des utilisations thera- 
peutiques. Ds peuvent constituer des medicaments ou d'autres composes 
pharmacologiquement actifs, ou bien ils peuvent etre antigeniques ou 
15 immunogenes, auquel cas ils peuvent etre utilises dans des vaccins. 

La presente invention concerne en outre le compose produit par ce 
procede, qu'il s'agisse ou pas d'un polypeptide recombin6. Les vitamines, comme 
la vitamine B12 (cobalamine), sont des composes specifiquement envisages. 

Dans certains cas, il n'est pas necessaire d'isoler le compose h partir du 
20 milieu de fermentation ou des cellules hotes. Les cellules hotes peuvent etre 
utilises elles-memes dans des applications particulieres, par exemple dans la 
fabrication daliments tels que les saucisses, ou dans la fabrication du fromage, ou 
bien les cellules hotes peuvent etre incluses dans des aliments pour animaux, par 
exemple quand les cellules h6tes contiennent un compose destind a etre inger£ par 
25 les animaux en question. De ce fait, l'invention concerne aussi Tutilisation de ces 
composes ou de ces cellules hotes dans la production d'aliments tels que les 
fromages et les saucisses. L'invention concerne aussi les aliments ou les aliments 
pour animaux comprenant des cellules hotes ou un compose produit selon 
l'invention. 

30 Dans un mode de realisation de la presente invention que Ton prefere 

particulierement, il est possible d'utiliser les cellules hotes dans un procede de 
fabrication du fromage, de sorte que la presente invention concerne egalernent un 
procede de fabrication du fromage dans lequel les micro-organismes employes 
sont des cellules hotes selon l'invention. Les cellules holes peuvent £tre utilisees a 

35 la place de ou en plus d'autres bacteries, telles que les bacteries lactiques. Les 
bact^ries propioniques sont couramment utilisees dans les proced^s de fabrication 
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du fromage, par exemple avec des cultures mesophiles (fromage de type 
Maasdam) et avec des cultures thermophiles (Emmental). Les organismes 
mesophiles et les organismes thermophiles peuvent etre responsables de 
1'acidification du lait ou du fromage. Ainsi, il est possible d'utiliser les cellules 
5 hotes de l'invention non seulement pour le fromage, mais aussi pour la production 
dautres produits lai tiers fermentes (par exemple yaourt). Les bacteries 
propioniques sont employees dans la fabrication du fromage du fait de leur 
aptitude a convertir le lactate et les glucides en acide propionique, acide acetique 
et dioxyde de carbone. Les cellules hotes selon l'invention, en particulier s'il s'agit 
10 de bacteries Propionibacterium, peuvent etre employees car elles sont moins 
sensibles aux nitrates et au sel, ce qui peut permettre la reduction ou l'omission de 
la bactofugation du lait (employee habituellement pour reduire les niveaux de 
Clostridia). 

La fermentation des cellules hotes peut comprendre une ou deux 
15 phases ou etapes. II peut y avoir par exemple une phase de croissance et/ou de 
production, ou une phase anaerobie et/ou adrobie. De preference il y aura une 
phase de croissance et/ou anaerobie, et judicieusement aussi (par exemple 
ulterieurement) une phase de production et/ou aerobie. 

Les sources de carbone et d'azote peuvent etre des sources complexes 
20 ou des composes individuels. Pour le carbone, il est preferable que la source soit 
constitute par le glucose. Pour 1'azote, les sources appropriees comprennent les 
extraits de levure, lammoniaque et les ions ammonium. 

Les caracteristiques que Ton prefere pour un aspect de l'invention 
conviennent aussi pour un autre aspect en faisant les changements necessaires. 
25 L'invention sera mieux comprise a la lecture des exemples non 

limitatifs suivants et des dessins annexes dans iesquels : 

la figure 1 est une carte de restriction du vecteur p545 selon 
l'invention, obtenu a partir de P.freudenreichii LMG 16545 (CBS 101022) ; et 

les figures 2a et 2b component chacune deux cartes de restriction de 
30 deux vecteurs selon l'invention. 

Exemple 1 

Criblage de souches de Propionibacterium 

On a crible une collection de 75 souches non pathogenes de 
35 Propionibacterium concernant la presence de plasmides endogenes. On a obtenu la 
plus grande partie des souches aupres de la collection de cultures BCCM/LMG 
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(Gand, Belgique), bien que I on ait obtenu certaines souches aupres de la ATCC 
(Rockville, Md., USA) ou de la DSM (Braunschweig, Allemagne). On a realise le 
criblage en utilisant un protocole d'isolement de plasmides a petite echelle. Tout 
d'abord, on a cultive les bacteries dans des conditions anaerobies dans du milieu 
5 MRS 6 pendant 48 h a 30°C. Puis on a purifte les plasmides a partir des bacteries 
au moyen d'un protocole d'isolement d'ADN plasmidique developpe a l'origine 
pour E. coif avec certaines modifications : on a lave les cellules d'une culture de 
5 ml dans une solution de saccharose a 25 %, tris-HCl pH 8 50 mM, on les a 
remises en suspension dans 250 \x\ de TENS (saccharose 25 % + NaCl 

10 50 mM + tris-HCl 50 mM + EDTA 5 mM pH 8), contenant 10 mg/ml de lysozyme 
(Boehringer Mannheim), et on a incube a 37°C pendant 20-30 min. Puis on a lyse 
les cellules bacteriennes dans 500 jjlI de NaOH 0,2 N/SDS 1 % (incubation de 2 a 
5 min sur la glace). Apres avoir ajoute 400 pi de NaAc 3M pH 4,8 (5 min sur la 
glace) puts extrait avec du phenol/chloroforme, on a precipit6 I'ADN en ajoutant 

15 de l'isopropanol. 

On a analyse l'ADN par eiectrophorese sur des gels d agarose a 1 % et 
on I'a visualise au bromure d^thidium. Tandis que certaines souches etaient 
negatives, c'est-a-dire qu'elles ne revelaient pas la presence de plasmides 
endogenes dans cette analyse, la plus grande partie des souches se sont revelees 

20 positives et contenaient des plasmides de grande taille (> 20 kb). On a observe des 
plasmides plus petits dans six souches. Parmi celles-ci, P. jensenii LMG 16453, 
P. acidipropionici ATCC*875, P. acidipropionici LMG 16447 et une souche non 
specifiee de Propionibacterium (LMG 16550) contenaient un plasmide dans le 
domaine de taille de 6 & 10 kb. Deux souches (P. freudenreichii LMG 16545 et 

25 P. freudenreichii LMG 16546) presentaient un profil de plasmides identique de 
2 plasmides. Un plasmide etait de taille importante (non determinee) et r autre etait 
plus petit, plus abondant et avait une taille estimee de 3,6 kb. On a choisi les 
plasmides de 3,6 kb de LMG 16545 et LMG 16546 pour une analyse plus poussee. 

30 Exemple 2 

Analyse d'un plasmide endogene provenant des souches LMG16545 et 
LMG 16546 

On a isol6 les plasmides de 3,6 kb des deux souches ci-dessus et on les 
a purifies encore par ultracentrifugation en gradient de densite de CSCI-bromure 
35 d'ethidium 11 . On a etabli des cartes de restriction limitees des deux preparations et 
il est apparu qu'elles etaient identiques 1 La carte de restriction du plasmide de 
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3,6 kb est montree sur la figure 1. On a obtenu les enzymes de restriction et la 
ligase de T4 aupres de New England Biolabs ou GIBCO BRL. 

On a radiomarque et utilise dans des experiences d'hybridation par 
transfert de Southern le plasmide de 3,6 kb provenant de la souche LMG 16545 
5 (que Ton appellera dans la suite p545). Les conditions d'hybridation etaient 
0,2 x SSC, 65°C. Ce plasmide reagissait aussi bien avec des extraits d'ADN 
plasmidique de LMG 16545 qu'avec des extraits d'ADN plasmidique de 
LMG 16546, ce qui confirme la relation etroite de ces souches, tandis qu'un extrait 
d'ADN plasmidique provenant de P. acidipropionici ATCC4875, qui contient un 

10 plasmide de 6,6 kb appele pTYl ou pRGOl 8 , ne reagissait pas. 

On a determine la sequence d'ADN du plasmide p545 avec des 
didesoxyribonucl6otides marques avec un colorant fluorescent dans un sequenceur 
automatique Applied Biosystems 373A, et on I 'a incluse dans la liste de sequences 
annexfe, sous forme de SEQ ID n°l. On a realise Fanalyse de la sequence sur 

15 l'ADN plasmidique que 1'on avait linearise avec EcoRl et insere dans 1'ADN de 
pBluescript SKII+ digere avec EcoRl (Stratagene, La Jolla, Ca., USA). L'analyse 
assistee par ordinateur de la sequence ainsi obtenue a I'aide de la technique 
BLAST 1 a revele des homologies avec des proteines impliqu^es dans la 
replication de plasmides provenant de plusieurs organismes riches en GC (par 

20 exemple repA et repB codes par pAL5000 provenant de Mycobacterium 
fortuitum SM presentent 28 a 30 % didentite et 34 a 38 % de similitude avec les 
prolines de replication supposees respectives provenant du plasmide p545 ; 
pXZ 10142 provenant de Corynebacterium glutamicum [numero d'ordre PER 
S32701] est un autre exemple de plasmides codant des proteines de replication 

25 homologues des proteines de replication supposees de p545). Les resultats des 
comparaisons au moyen de bases de donnees avec des sequences homologues sont 
presentes dans les exemples 7 et 8. 

Exemple 3 

30 Construction de vecteurs navettes de E. coli/Propionibacterium 

On a diger£ le plasmide pBR322 de E. coli avec EcoRl et Aval et on a 
remplace par un ADN duplex synthetique le plus petit fragment ainsi produit, qui 
mesure 1,4 kb et qui comprend le gene de resistance a la tetracycline. On a con?u 
l'ADN duplex synthetique de maniere a relier les extremites EcoRl et Aval et & 

35 foumir un certain nombre de sites de restriction uniques : 
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5'- 

AATTCAAGCTTGTCGACGTTAACCTGCAGGCATGCGGATCCGGTACCG 

ATATCAGATCT - 3' (SEQ ID n° 4) 

3'- 

5 GTTCGAACAGCTGCAATTGGACGTCCGTACGCCTAGGCCATGGCTATA 
GTCTAGAAGCC - 5' (SEQ ID n° 5) 

Les sites de restriction suivunts ont 6t6 fournis de cette maniere : 
EcoRl (retabli), HindUl, Sail. Hpal Pstl Sphl BamHl Acc65l £c<?RV, BglU 
(Aval n'est pas retabli). 

10 On a ligature cet ADN synthetique avec le grand fragment et on a 

transfere de nouveau le melange de ligature dans E. coli (en utilisant la ligase de 
T4). On a obtenu ainsi un plasmide ayant la composition prevue (pBR322AI). On 
peut utiliser le site de clonage multiple pour introduire un marqueur de selection 
ainsi que TADN du plasmide p545. 

15 On va decrire a titre d'exemple la construction d'un plasmide navette 

de £. coli/Propionibacterium qui confere une resistance a rerythromycine. 

On a insert dans pBR322AI linearise avec Acc65l un fragment Acc65l 
de 1 ,7 kb provenant du groupe de biosynthese de rerythromycine de 
Saccharopolyspora eryihraea NRRL2338 et contenant le gene de resistance a 

20 l erythromycine 15 2 puis on a linearise avec EcoKV la construction ainsi obtenue, 
appelee pBRES, et on l'a ligaturee avec TADN de p545 que Ton avait digere avec 
Bsa&l. On a constate que les transfonmants E. coli contenaient un vecteur ayant 
l insert correct, dans les deux orientations. On a appele les vecteurs plasmidiques 
resultants pBRESP36B 1 et pBRESP36B2 (figures 2a et 2b). 

25 On a egalement obtenu des constructions de vecteurs plasmidiques 

avec TADN de p545 linearise dans un autre site de restriction situe a l exterieur de 
la region de replication supposee, c'est-a-dire /i/wNI. Pour cette construction, il a 
ete necessaire de munir le vecteur pBRES d'un site de clonage approprie. On a 
con9U un adaptateur consistant en deux oligonucleotides complementaires de 

30 composition suivante (SEQ ID n° 6 et 7) : 

5 GTACCGGCCGCTGCGGCCAAGCTT 3' 
5' GATCAAGCTTGGCCGCAGCGGCCG 3* 

L'hybridation (annelage) de ces oligonucleotides cree un fragment 
d'ADN double brin avec des extremites cohesives i4cc65I et BglU, respectivement, 

35 qui contient en outre un site de restriction 5/71 interne, qui donne des extremit6s 
compatibles avec le plasmide p545 digere avec AlwNl. On a clone cet adaptateur 
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dans pBRES entre le site BgM et le site Acc65\ proximal. Puis on a digere avec 
Sfil le vecteur pBRES-S/JI ainsi obtenu et on Ta ligature avec p545 digere avec 
AlwNl. La transformation de E. coli a donne des transformants ayant le vecteur 
correct, comme I'a confirme Tanalyse avec des enzymes de restriction. On a appel£ 
5 le vecteur obtenu pBRESP36A (figure 2). 

Exemple 4 

Transformation de nropionibacterium avec des vecteurs navettes de 
E. colilPropionibacterium 

10 On va decrire la transformation de la souche de Nropionibacterium 

freudenreichii ATCC6207 avec pBRESP36Bl. 

On cultive les cellules bact^riennes dans du milieu SLB (bouillon au 
lactate de sodium 17 ) a 30°C jusqu'a la phase de croissance stationnaire, puis on 
dilue 1:50 dans du milieu SLB frais. Apres environ 20 h d'incubation a 30°C, on 

15 recolte les cellules (qui sont maintenant dans la phase de croissance exponentielle) 
et on les lave dans du saccharose 0,5M froid. Puis on Jes lave une fois dans du 
tampon d^lectroporation consistant en saccharose 0,5M, tamponne par de l'acetate 
de potassium 1 mM, pH 5,5, et enfin on les remet en suspension dans ce tampon 
d'£lectroporation dans un volume sensiblement egal au centieme du volume de 

20 culture initial. On maintient les cellules sur la glace pendant la totality du 
protocole. 

Pour Telectroporation (appareil de BIO RAD), on melange 80 h 100 pi 
de la suspension de cellules avec environ 1 |ig d'ADN (ou des quantity plus 
faibles), dans une cuvette d'electroporation de 1 ou 2 mm refroidie, et on applique 

25 une impulsion £lectrique. On a constate que les conditions optimales pour les 
impulsions etaient 25 k V/cm a une resistance de 200 Q et a une capacite de 25 |iF. 
Toutefois, des tensions plus basses et plus elevees (egalement a 100 Q) produisent 
aussi des transformants. 

Imrnediatement apres Timpulsion, on ajoute 900 |il de SLB froid 

30 contenant 0,5 M de saccharose a la suspension de cellules que Ton incube ensuite 
pendant 2,5 a 3 h a 30°C avant dealer des dilutions appropriees sur des boites de 
SLB/gelose contenant 0,5 M de saccharose et lOfig/ml d'6rythromycine. Apn&s 
une periode d'incubation de 5 k 7 jours a 30°C dans des conditions ana£robies t on 
detecte des transformants. 

35 L'ADN isoli de E. coli DH5a (Promega) donne un rendement de 

transformation de 20 a 30 transformants par pg d'ADN. On obtient un rendement 



BNSDOCID: <FR 2780733A1_I_> 




2780733 



10 a lOOfois superieur quand on isole l'ADN de E. coli JM110 (souche dam", 
dcm ). On a realise la transformation de E. coli selon les instructions de BIORAD. 

Les transformants contenaient les vecteurs authentiques indiscernables 
de l'ADN plasmidique initial utilise pour la transformation de ATCC6207. On a 
5 mis ceci en evidence par analyse par des enzymes de restriction d'ADN 
plasmidique isole a partir des transformants par le protocole d'isolement d'ADN 
plasmidique a petite echelle evoque ci-dessus. 

Les vecteurs etaient presents exclusivement sous forme de plasmides a 
replication autonome. L'hybridation par transfert de Southern 13 avec des isblats 
10 d'ADN total a montre que l'ADN chromosomique ne s'hybridait pas avec l'ADN 
vecteur utilise comme sonde, ce qui indique qu'il ne se produit pas d'inuSgration 
chromosomique de l'ADN plasmidique. 

La transformation a ete reussie egalement avec les vecteurs 
pBRESP36B2 et pBRESP36A, ce qui indique que la fonctionnalite des vecteurs 
15 est independante de l'orientation de p545 ou du site de clonage utilise. Dans ce cas 
egalement, on a confirme r authenticity des vecteurs. 

En outre, la transformation de la souche de P.freudenreichii 
ATCC6207 avec de l'ADN isole a partir d'un transformant de Propionibacterium a 
eu pour consequence un rendement de transformation augmente de 10 5 h 10 6 fois 
20 par rapport h celui obtenu avec l'ADN iso!6 h partir de E. coli DH5ot. 

La transformation d'une autre souche de P. freudenreichii, LMG 16545 
(la souche a partir de laquelle on a obtenu le plasmide p545), a donne un 
rendement de transformation comparable a celui de la souche ATCC 

Les resultats des transformations, et l'effet sur la production de la 
25 vitamine B 1 2, sont presentes dans le tableau suivant. 

Huit transformants parmi 10 ont donne une teneur en vitamine B12 
superieure de 50 % a celle de la souche temoin. 
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Souche 


Plasmide transforme 


VitamineB12 
(m^/g de matiere seche) 


COB1 


PBRES36COB 


0,57 


I COB2 


pBRES36COB 


0,67 


COB3 


pBRES36COB 


0,83 


COB4 


pBRES36COB 


0,68 


J COB5 


pBRES36COB 


0,69 


COB6 


pBRES36COB 


0,61 


COB7 


pBRES36COB 


0,53 


COB8 


pBRES36COB 


0,64 


COB9 


pBRES36COB 


0,50 


! COB 10 


pBRES36COB 


0,74 


1 recATCC6207 


pBRESP36B2 | 


0.54 



Exemple 5 

Construction (Tun vecteur plasmidique contenant le gdne cob A 
5 On va decrire la construction et I'application d f un vecteur plasmidique 

pour augmenter le niveau de synthese de la vitamine B12 (cobalamine) dans la 
souche de P. freudenreichii ATCC6207. 

On a forme la region promotrice du gene conferant une resistance a 
I'erythromycine dans Saccharopolyspora erythraea 2 ' 3 , par PCR en utilisant les 
10 amorces suivantes (SEQ ID n° 8 et 9) : 
amorce directe : (5' - 3 1 ) 

AAACTGCAGCTGCTGGCTTGCGCCCGATGCTAGTC 
amorce inverse : (5* - 3') 

AAACTGCAGCAGCTGGGCAGGCCGCTGGACGGCCTGCCCTCGAGCTCG 

1 5 TCT AG A ATGTGCTGCCG ATCCTGGTTGC 

Le fragment de PCR ainsi forme contient un site AlwNl h I extremity 5' 
suivi par la region promotrice authentique et les 19 premiers acides amines de la 
region codante du gene de resistance a I'erythromycine, pour garantir une initiation 
appropriee de la transcription et de la traduction. A 1'extremite 3\ on dispose des 

20 sites Xbal et Xhol (pour Tinsertion du gene cobA dans une etape ult^rieure), une 
sequence terminatrice presente en aval du gene de resistance a Terythromycine, et 
un siteAAvNI. 
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On a digere le produit de PCR avec AlwNJ et on l a ligature avec 
pBRESP36B2, digere partiellement avec AlwNl. Parmi les deux sites A/wNI 
presents dans pBRESP36B2, seul celui qui est present dans la partie sp^cifique de 
p545 du vecteur re<joit le fragment. On a obtenu des transformants de E. coli 
5 contenant la construction prevue, appelee pBRES36pEt. On a utilise ce vecteur 
pour des constructions ulterieures que Ton decrira dans la suite. 

On a forme la sequence codante de cobA y le gene codant 
1'uroporphyrinogene III methyltransferase, par PCR a partir de la souche de 
Propionibacterium freudenreichii ATCC6207, en utilisant les amorces suivantes 
10 (SEQ ID n° lOet 1 1) : 
directe : (5* - 3 ) 

CTAGTCTAGACACCGATGAGGAAAGCCGATGA 
inverse : (5 1 - 3') 

CCCAAGCTTCTCGAGTCAGTGGTCGCTGGGCGCGCG 

15' Le gene cob A ainsi amplify porte un site Xbal dans la region codant 

l'extremite N-terminale, et des sites HindUl et Xhol au niveau de la region codant 
l'extremite C-terminale. 

On a confirme la fonctionnalite de ce gene cobA en clonant le produit 
de PCR sous forme d'un fragment Xbal-HindUl dans pUC18, puis en transformant 

20 la souche de E. coli JM109. Les transformants qui ont un gene cob A fonctionnel 
presentent une fluorescence rougf; clair quand ils sont eclaires avec de la lumiere 
UV. On a digere avec Xbal et Xhol l'ADN plasmidique isold a partir d'un tel 
transformant, on l'a ligature avec TADN de pBRESP36B 2 digere de la meme 
maniere et on l'a utilise pour transformer ZT. coli. On a analyse par digestion par 

25 des enzymes de restriction et elect rophorese en gel TADN provenant de plusieurs 
transformants. On a constate que les transformants portaient rinsert correct dans le 
vecteur d'expression. On a appele ce nouveau vecteur pBRES36COB. Puis on a 
transfere ce vecteur dans P. freudenreichii ATCC6207 en suivant le protocole 
decrit ci-dessus. On a analyse dix des transformants obtenus et on a constate qu'ils 

30 contenaient le vecteur pBRES36COB qui, de nouveau, etait indiscemable du 
vecteur initial utilise pour la transformation, comme le montre l'analyse des 
produits de digestion des enzymes de restriction. Dans ces dix transformants, on a 
determine le niveau de synthese de la vitamine B 12 de la maniere suivante : 

On a inocule des cultures congelees des transformants de 

35 Propionibacterium 1 a 10, ainsi qu'une souche temoin contenant seulement le 
vecteur plasmidique pBRESP36B 2 , dans des flacons de 100 ml contenant 50 ml de 
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milieu BHI (infusion a base de cervelle et de coeur) (Difco) et on a incube pendant 
72 h a 28°C sans secouer. On a transfer? 4 ml de cette preculture dans 200 ml d'un 
milieu de production consistant en 15 g/1 d'extrait de levure Difco, 30 g/1 de 
lactate de Na, 0,5 g/1 de KH 2 P0 4 , 0,01 g/1 de MnS0 4 et 0,005 g/1 de CoCb dans 
5 un flacon a secousses de 500 ml et on a incube a 28°C pendant 56 h sans secouer, 
puis pendant 48 h dans une secoueuse rotative New Brunswick a 200 tours par 
minute. 

On a mesure les titres de vitamine B12 en utilisant le procede par 
chromatographic liquide h haute performance publie par Blanche (Analytical 
10 Biochemistry, 1990). Parmi les dix transformants, neuf presentaient une 
production de vitamine B 1 2 superieure d environ 25 % a la souche tdmoin. 

Exemple 6 

Stability des plasmides 

15 Les trois vecteurs navettes pBRESP36A, pBRESP36Bl et 

pBRESP36B2 sont tous maintenus de maniere stable pendant 30 generations de 
culture des transformants respectifs : on n'a observe aucune perte de resistance a 
Terythromycine, determinee par des denombrements de viability sur des bottes de 
gelose selective (contenant de l'^rythromycine) et sur des boites de gelose non 

20 selective. On a etabli la stabilite structurale du plasmide dans la population de 
transformants au bout de 30 generations en isolant l'ADN plasmidique et en le 
caractdrisant par cariographie de restriction comme decrit ci-dessus : on a observe 
uniquement des fragments de restriction semblables a ceux du plasmide 
authentique. 

25 

Exemple 7 

Analyse de Thomologie de sequence au moven d une base de donnee s pour le 
polypeptide prevu code par le premier cadre de lecture ouvert ( SEP ID n° 2) 

30 MDSFETLFPES WLPR KPL AS AEKSG A YRH VTRQR ALELP Y1E AN PL VMQSL 
VITDRDASDADWAADLAGLPSPSYVSMNRVTTTGHIVYALKNPVCLTDA 
ARRRPINLLARVEQGLCDVLGGDASYGHRITKNPLSTAHATLWGPADALY 
ELRALAHTLDEIHALPEAGNPRRNVTRSTVGRNVTLFDTTRMWAYRAVR 
HSWGGPVAEWEHTVFEHIHLLNETIIAD 
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On aaligne la sequence de 227 acides amines ci-dessus (ORF1) et on 
l'a comparee avec piusieurs autres sequences proteiques (cible NBRF-PIR, 
publication PIR R52.0, mars 1997, coupure45, KTUP:2). 

Avec une proteine issue du plasmide de Mycobacterium fortuitum 
5 pAL5 000 (JS0052), on a constate un appariement de 37,1 % sur 194 acides 
amines (INIT 167 292). Avec une proteine provenant de Corynebacterium 
glutamicum (S32701), on a trouve un appariement de 32,0% sur 125 acides 
amines (INIT 125, 116). On a trouve un appariement de 29,9% sur 221 acides 
amines (INIT 86, 259) avec la proteine ColE2 de E. coli (S04455). On a trouve 
10 exactement le meme appariement sur le meme nombre d'acides amines pour la 
proteine ColE3 provenant elle aussi de E. coli (S04456). 

Exemple 8 

Analyse de rhomologie de sequence par base de donnees pour le polypeptide 
15 prevu code par le second cadre de lecture (SEP ID n° 3) 

MTTRERLPRN GYSIAAAAKK LGVSESTVKR WTSEPREEFV ARVAARHARI 
RELRSEGQSM RA1AAEVGVS VGTVHYALNK NRTDA 

20 On a aligne aussi la seconde proteine (OFR2) el on I 'a comparee avec 

une autre proteine en utilisant les memes parametres et le meme logiciel que ceux 
decrits dans l'exemple 7. Toutefois, cette sequence a une longueur de 85 acides 
amines seulement. 

On a compare la sequence ORF2 avec une proteine provenant de 

25 Mycobacterium fortuitum (S32702) et on a trouve un appariement de 53,3 % sur 
75 acides amines (INIT 207, 207). 

Exemple 9 

Analyse fonctionnelle du plasmide p545 

30 Pour ameliorer encore le systeme de vecteur, on a delimite plus 

precisement les fonctions plasmidiques essentielles pour la r6plication et la 
stabilite en deletant de grandes regions du plasmide p545 initial. Le resultat 
obtenu, un vecteur de clonage plus petit, permet d'utiliser le systeme de vecteur 
base sur p545 pour doner de plus grands fragments d'ADN. 

35 A cette fin, on a digere le vecteur pBRESP36A (figure 2) avec 5j/II et 

Bell, ce qui a donne un fragment de 1,7 kb et un fragment de 6,5 kb. On a 
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remplace le fragment de i,7kb, en fait le fragment AlwNl-Bsll de 1,6 kb du 
plasmide p545, par un ADN duplex synthetique compose de SEQ ED n° 12 et 
SEQED n° 13 comportant des extremals compatibles avec SstU et Bell et un 
certain nombre de sites de restriction uniques. 

5 

SEQ ID n° 12 5' GGAGATCTAGATCGATATCTCGAG 3* 

SEQ ID n° 13 5" GATCCTCGAGATATCGATCTAGATCTCCGC 3' 

On a obtenu de cette maniere les sites de restriction suivants : 
10 SstU (retabli), BglU % Xbal Clal EcoRV, Xhol (Bell n'est pas retabli). 

On a transfere le melange de ligature dans E. coli et on a selectionne des 
transformants contenant un vecteur ayant la composition pr^vue. On appele ce 
vecteur pBRESAAS-B. La transformation reussie subsequente de la souche de 
P. freudenreichii ATCC6207 avec ce vecteur indiquait que la region de 1,6 kb 
15 entre AlwNl et Bell dans p545 n'est essentielle pour la replication du plasmide. 

On a fait une deletion supptementaire en retirant les 240 pb correspon- 
dant a la region situee entre Sail et Bell dans le plasmide p545 en dig^rant 
pBRESAAS-B avec Sall-Sstl et avec Sstl-Xhol, respectivement, et en isolant le 
fragment Sall-Sstl de 1,3 kb et le fragment SstVXhol de 6,6 kb. On a ligaturS les 
20 fragments et on a transfere le melange de ligature dans P. freudenreichii 
ATCC6207, ce qui a donne de nombreux transformants. On a isole la construction 
nouvellement obtenue, appelee pBRESAAS-S, et on a confirme sa structure par 
cartographie de restriction. 

Ainsi, routes les informations essentielles pour la replication du 
25 plasmide p545 sont situees sur un fragment de 1,7 kb delimite par les sites de 
restriction Sail et y4/vvNI et englobant les proteines de replication prevues codees 
par ORF1 et ORF2, et il est possible de deleter ces 1,8 kb sans perturber de 
maniere manifeste la replication ou la stabilite du plasmide. 

30 Exemple 10 

Expression du gene de resistance au chloramphenicol de Corynebacterium 

On a etabli qu'un gene de resistance au chloramphenicol (cml) 
provenant de Corynebacterium™ code une proteine d'export du chloramphenicol. 
On a insere ce gene dans le vecteur navette de Propionibacterium-E. coli 
35 pBRESP36B2. On a digere ce vecteur avec BglU et Hindi!!, et avec Bglll et Hpal 
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respecti vement. On a isole les fragments Bgltt-HindUl de 2,9 kb et BglW-Hpal de 
5,2 kb. 

On a obtenu le fragment contenant le gene cml, y compris son propre 
promoteur, par digestion avec PvuU et HindlR, et on a isole le fragment de 3,3 kb 
5 contenant le gene. On a ligature les deux fragments specifiques du vecteur et le 
fragment cml : les extremites PvmII et Hpa\ sont cohesives, ce qui a perrnis 
l insertion du gene cml et le retablissement du gene ermE du vecteur parental. On a 
transfere le melange de ligature dans E. coli et on a choisi un transformant dans 
lequel le vecteur contenait Tinsert cml correct. On a appele ce vecteur 

10 pBRESBCM. 

La transformation de P. freudenreichii ATCC6207 avec ce vecteur, et 
la selection sur des boites contenant lOpg/ml d'£rythromycine ou 5 pg/ml de 
chloramphenicol out donne des colonies resistant a Terythromycine et au 
chloramphenicol, respectivement, ce qui indique que, mis a part le gene de 

15 resistance a l'drythromycine (presente precedemment avec les vecteurs navettes de 
Propionibacterium-E. coli) y le gene de resistance au chloramphenicol est exprimd 
egalement dans Propionibacterium. On a pu cultiver les transformants dans un 
milieu liquide contenant jusqu'a 20 fig/ml de chloramphenicol. 

20 Exemple 1 1 

Expression du gene de la lipase (gehA) provenant de P acnes 

Pour illustrer le clonage et l'expression efficaces d une proteine extra- 
cellulaire a 1'aide du present systeme de vecteur, on a utilise un gene de lipase 
gehA de P. acnes 19 . On a diger6 avec Xhol le vecteur pUL6001, contenant gehA 

25 sur un fragment Xhol, et on a isole le fragment de 2,75 kb contenant le gene. On a 
linearise le vecteur pBRESAAS-B (provenant de Texemple 9) avec Xhoh et on a 
dephosphoryle les extremites avec la phosphatase intestinale de veau pour eviter 
1'autoligature. On a ligature le vecteur linearise et le fragment contenant gehA et 
on a transfere le melange de ligature dans E. coli. On a analyse les transformants 

30 par analyse de restriction en ce qui concerne la presence du plasmide recombine 
correct, appele pBRESALIP. Puis, on a transfere ce plasmide dans la souche de P. 
freudenreichii ATCC6207. On a crible les transformants concernant Texpression 
du gene de la lipase en utilisant des boites de gelose contenant de la tributyrine 
comme indicateur de l'expression accrue de la lipase. Les transformants de P. 

35 freudenreichii contenant pBRESALIP presentaient des tailles de halo 
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sensiblement accrues dans cet essai par rapport aux souches non transformees ou 
aux souches transformee avec le vecteur parental. 
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RESUME PES SEQUENCES 
1 . Sequence d'ADN du plasmide LMG 16545 (CBS 101022), 3,6 kb. 
25 2. Acides amines de la proteine de ORF1 (303 residus, bases 273-1 184). 
3. Acides amines de la proteine de ORF2 (85 residus, bases 1 181-1438). 
4- 1 3. Amorces d'ADN/oligonucleotides. 

LISTE DE SEQUENCES 
30 ( 1 ) INFORMATIONS GENERALES : 
(i) DEMANDEUR : 

(A) NOM : Gist-Brocades B.V. 

(B) RUE : Wateringseweg 1 

(C) VILLE : Delft 
35 (E) PAYS : Pays-Bas 

(F) CODE POSTAL (ZIP) : 2600 MA 
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(ii) TITRE DE L'ENVENTION : Polynucleotide, vecteur et cellule note 

le contenant, polypeptide 

correspondant, precede pour leur 
production et leur utilisation. 
5 (iii) 1MOMBRE DE SEQUENCES : 1 3 

(iv) FORME LISIBLE PAR ORDINATEUR : 

(A) TYPE DE SUPPORT : Disquette 

(B) ORDINATEUR : IBM PC Compatible 

(C) SYSTEME D'EXPLOITATION : PC-DOS/MS-DOS 

10 (D) LOGICIEL : Patentln Release # 1 .0. Version #1.25 (EPO) 

(2) INFORMATIONS POUR SEQ ID N° 1 : 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : 

(A) LONGUEUR : 3555 paires de bases 
15 (B) TYPE : Acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS : Deux 

(D) TOPOLOGIE : Circulaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE : ADN (genomique) 

(iii) HYPOTHET1QUE : NON 
20 (iii) ANTI-SENSE : NON 

(vi) SOURCE INITIALE : 

(A) ORGANISME : Propionibacterium freudenreichii 

(C) ISOLAT INDIVIDUEL : CBS101022 LMGI6545 
(ix) CARACTERISTIQUES : 

25 (A) NOM/CLE : CDS 

(B) POSITION : 273.. 1 184 

(D) AUTRES INFORMATIONS : /gene= "ORF1" 
(ix) CARACTERISTIQUES 

(A) NOM/CLE : CDS 
30 (B) POSITION : 1181.. 1438 

(D) AUTRES INFORMATIONS : /gene= "ORF2" 
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID n° 1 : 

GTCGACCCTG ACAGCCGGCG AGCAGTTCAG GCGAAGATCG CACAGCTGCG CGAGGAACTA 
35 60 

GCCGCAATGC CCGAACACGC CCCAGCCATC CCTTGGAGCA GGTGGCAGCG TCAGGGGAGT 
120 
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CGGGGGATGT TTGGCAGGGG ATGTGGAAAG AGAGTTCGCT TTGCTCACAT GGCTCAACCG 
180 

5 GGTAACTAAC TGATATGGGG TCTTCGTCGC CCACTTTGAA CAC GCCGAGG AATGGACCAC 
240 

GCTGAACGTG ACTCGCATGC TTCACTGCAT GT ATG GAT TCG TTC GAG ACG TTG 

293 

10 Met Asp Ser Phe Glu Thr Leu 

1 5 

TTC CCT GAG AGC TGG CTG CCA CGC AAG CCG CTG GCG TCA GCC GAG AAG 
341 

15 Phe Pro Glu Ser Trp Leu Pro Arg Lys Pro Leu Ala Ser Ala Glu Lys 

10 15 20 

TCT GGG GCG TAC CGG CAC GTG ACT CGG CAG AGG GCG CTG GAG CTG CCT 
389 

20 Ser Gly Ala Tyr Arg His Val Thr Arg Gin Arg Ala Leu Glu Leu Pro 
25 30 35 

TAC ATC GAA GCG AAC CCG TTG GTC ATG CAG TCC TTG GTC ATC ACC GAT 
437 

25 Tyr lie Glu Ala Asn Pro Leu Val Met Gin Ser Leu Val lie Thr Asp 

40 45 50 55 

CGA GAT GCT TCG GAT GCT GAC TGG GCC GCA GAC CTC GCT GGG CTG CCT 
485 

30 Arg Asp Ala Ser Asp Ala Asp Trp Ala Ala Asp Leu Ala Gly Leu Pro 

60 65 70 

TCA CCG TCC TAC GTG TCC ATG AAC CGT GTC ACG ACC ACC GGA CAC ATC 
533 

35 Ser Pro Ser Tyr Val Ser Met Asn Arg Val Thr Thr Thr Gly His He 

75 80 85 

GTC TAT GCC TTG AAG AAC CCT GTG TGT CTG ACC GAT GCC GCG CGG CGA 
581 

40 Val Tyr Ala Leu Lys Asn Pro Val Cys Leu Thr Asp Ala Ala Arg Arg 
90 95 100 

CGG CCT ATC AAC CTG CTC GCC CGC GTC GAG CAG GGC CTA TGC GAC GTT 
629 

45 Arg Pro He Asn Leu Leu Ala Arg Val Glu Gin Gly Leu Cys Asp Val 
105 110 115 

CTC GGC GGC GAT GCA TCC TAC GGG CAC CGG ATC ACA AAG AAC CCG CTC 
677 

50 Leu Gly Gly Asp Ala Ser Tyr Gly His Arg He Thr Lys Asn Pro Leu 

120 125 130 135 
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AGC ACC GCC CAT GCG ACC CTC TGG GGC CCC GCA GAC GCG CTC TAC GAG 
725 

Ser Thr Ala His Ala Thr Leu Trp Gly Pro Ala Asp Ala Leu Tyr Glu 
140 145 150 

5 

CTG CGC GCC CTC GCA CAC ACC CTC GAC GAG ATC CAC GCA CTG CCG GAG 
773 

Leu Arg Ala Leu Ala His Thr Leu Asp Glu lie His Ala Leu Pro Glu 
155 160 165 

10 

GCA GGG AAC CCG CGT CGC AAC GTC ACC CGA TCA ACG GTC GGC CGC AAC 
821 

Ala Gly Asn Pro Arg Arg Asn Val Thr Arg Ser Thr Val Gly Arg Asn 
170 175 180 

15 

GTC ACC CTG TTC GAC ACC ACC CGC ATG TGG GCA TAC CGG GCC GTC CGG 
869 

Val Thr Leu Phe Asp Thr Thr Arg Met Trp Ala Tyr Arg Ala Val Arg 
185 190 195 

20 

CAC TCC TGG GGC GGC CCG GTC GCC GAA TGG GAG CAC ACC GTA TTC GAG 
917 

His Ser Trp Gly Gly Pro Val Ala Glu Trp Glu His Thr Val Phe Glu 
200 205 210 215 

25 

CAC ATC CAC CTA CTG AAC GAG ACG ATC ATC GCC GAC GAA TTC GCC ACA 
965 

His lie His Leu Leu Asn Glu Thr lie lie Ala Asp Glu Phe Ala Thr 
220 225 230 

30 

GGC CCC CTC GGC TTG AAC GAA CTT AAG CAC TTA TCT CGA TCC ATT TCC 
1013 

Gly Pro Leu Gly Leu Asn Glu Leu Lys His Leu Ser Arg Ser lie Ser 
235 240 245 

35 

CGA TGG GTC TGG CGC AAC TTC ACC CCC GAA ACC TTC CGC GCA CGC CAG 
1061 

Arg Trp Val Trp Arg Asn Phe Thr Pro Glu Thr Phe Arg Ala Arg Gin 

250 255 260 

40 

AAA GCG ATC AGC CTC CGT GGA GCA TCC AAA GGC GGC AAA GAA GGC GGC 
1109 

Lys Ala lie Ser Leu Arg Gly Ala Ser Lys Gly Gly Lys Glu Gly Gly 
265 270 275 

45 

CAC AAA GGC GGC ATT GCC AGT GGC GCA TCA CGG CGC GCC CAT ACC CGT 
1157 

His Lys Gly Gly He Ala Ser Gly Ala Ser Arg Arg Ala His Thr Arg 
280 285 290 295 

50 

CAA CAG TTC TTG GAG GGT CTC TCA TGACCACACG TGAACGTCTC CCCCGCAACG 
1211 

Gin Gin Phe Leu Glu Gly Leu Ser 
300 
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GCTACAGCAT CGCCGCTGCT GCGAAAAAGC TCGGTGTCTC CGAGTCCACC GTCAAGCGGT 
1271 

GGACTTCCGA GCCACGCGAG GAGTTCGTGG CCCGCGTTGC CGCACGCCAC GCGCGGATTC 
5 1331 

GTGAGCTCCG CTCGG AGGGT CAGAGCATGC GTGCGATTGC TGCCGAGGTC GGGGTTTCCG 
1391 

10 TGGGCACCGT GCACTACGCG CTGAACAAGA ATCGAACTGA CGCATGACCG TAACGCCGCA 
1451 

CGATGAGCAT TTTCTTGATC GTGCACCGCT TGGCACTACG TTCGCGTGCG GTTGCACAGT 
1511 

15 

GCGCGCCACG TTCTTATCCT GCGGCCATTG TGGCTACAGC CAATGGGGGG CATCAGCAAC 
1571 

GGACGTTGAA CCCGGTGGGC AAGTGTTACT CAGGGGGACA TGCCCAGTCT GCGGCGCTCG 
20 1631 

GATTGACGGT ATGGCAGTCG TGCATGCGGC CCCACCGTCA AACTCATTCA GGTATCAGTG 
1691 

25 AGAACCCTCA TGGCACCCCC TCGTGACACG TTCTCGTTGC GATCAGCTGC TGTGCGTGCG 
1751 

GGCGTGAGCG TTTCTACGCT GCGGCGCAGG AAATCAGAGC TTGAGGCTGC CGGAGCGACG 
1811 

30 

GTAGACCCGT CCGGTTGGGT GGTGCCACTG CGTGCACTCA AGGTCGTTTT TGGGGTG TC A 
1871 

GATGAGACCT CGAATGCGCC CGGTCATGAC GCTGAGTTAG TGGCGCAGCT GCGCTCTGAG 
35 1931 

AACGAGTTTT TACGGCGTCA GGTCGAGCAG CAGGCGCGCA CGATCGAACG GCAGGCTGAG 
1991 

40 GCACACGCGG TGGTCTCAGC GCAGCTCACA CGGGTTGGCC AGCTTGAGGC CGGCGACGCA 
2051 

GCAGCACCGA CACTGGCACC CGTTGAAAGG CCGGCTCCGC GACGGCGGTG GTGGCAGCGT 
2111 

45 

CGGTAGCGGT CAGGATCGCT CTGGCGTGAC GAGTGTGTCT GGCAGTGCGA ACAGTTGCTC 
2171 

GACCAGTGGC AGCAGAAGCG AGATCGCTGC GTGGTGCTGT TCCTCGGTCA GTTCGTCGAG 
50 2231 

GACTGGCGGG TCTTGCTGCG TCCAGCCGAT CGCCTCGGCG GCCAAGGTCA GTTCCAAGCT 
2291 
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GTGCCAACGC ACACGCCCCT CGGCTGACAG CTGAGTCTCG AACTGTGCAA CTGGACCGGC 
2351 

CGGAAGATGC ACGTTGCCGA GGTCGTGAGT GGCCAAGCGC ACGTCAAAGA GTGCTGCTTC 
5 2411 

GTAGCCGCGC AGAAATGGCA GTGCTCGGTC GATTCGGA TC GGCCTGCCCA GGTACATTCC 
2471 

10 GGGCCGCTTG ATGAACGCCT CCGGG TAGAA GCGCACCGTT CTCGGCCCGG CCTCGTGATC 
2531 

TGTCACTGTG CACGCTCCTC TCGATGGTTC TCGACGCTAC CGGAGACCAC CGACGTTCAT 
2591 

15 

GCCCAGCGCA GCGACCTGAA AGGACCAAGC CGAGTTAGCC GTGCTAAGCG TATAGCTTGC 
2651 

TCCGTCGGCT CTGAGGGCAA CCACCTGCGC AGCAGGTGGG CGGCAGCCCG CGCGCAAGCG 
20 2711 

CCTACCGGGT TTGGGCACAG CCCATAAATC AACGCCTCCG GTGTTGAAGC GATCGTGTGT 
2771 

25 CACGATTGCT ATGCTTGCTA CCCCTTGAGG GTTTTCGTAT ACACAAATCA AGTTTTTTCG 
2831 



TATACGGTAA TGCCATGAGT GAGCATCTAC TGCACGGCAA GCCCGTCACC AACGAGCAGA 
2891 

30 

TTCAGGCATG GGCAGACGAG GCCGAGGCCG GATACGACCT GCCCAAACTC CCCAAGCCAC 
2951 

GGCGCGGACG CCCGCCCGTA GGAGACGGTC CGGGCACCGT CGTACCCGTG CGTCTCGACG 
35 3011 

CGGCCACCGT TGCCGCTCTC ACAGAACGAG CAACAGCCGA GGGCATCACG AACCGTTCAG 
3071 

40 ACGCGATCCG AGCCGCAGTC CACGAGTGGA CACGGGTTGC CTGACCTCCA CGACTCAGCA 
3131 

CGCAAGCACT ACCAACGAGA CCGGCTCGAC GACACGGCGG TGCTCTACGG GGCCACCCAC 
3191 

45 

GTTCTCAACT CCCGGCCACT CGACGACGAA GACGACCCGC GCCGCTGGCT CATGATCGGA 
3251 

ACCGACCCAG CAGGCCGCCT ACTCGAACTC GTCGCACTGA TCTACGACGA CGGCTACGAA 
50 3311 

CTGATCATCC ACGCAATGAA AGCCCGCACC CAATACCTCG ACCAGCTCTA ACCAAGAAAG 
3371 
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GAACCTGATG AGCGACCAGC TAGACAGCGA CCGCAACTAC GACCCGATGA TCTTCGACGT 
3431 

GATGCGCGAG ACCGCGAACC GCGTCGTCGC CACGTACGTT GCATGGGAAG ATGAAGCCGC 
5 3491 

TGATCCCCGC GAGGCTGCGC ACTGGCAGGC CGAGCGATTC CGCACCCGGC ACGAGGTGCG 
3551 

10 CGCC 
3555 

(2) INFORMATIONS POUR SEQ ID N° 2 : 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : 
15 (A) LONGUEUR : 303 acides amines 

(B) TYPE : Acide amine 
(D) TOPOLOGIE : Lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE : Proteine 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID n° 2 : 



20 



Met Asp Ser Phe Glu Thr Leu Phe Pro Glu Ser Trp Leu Pro Arg Lys 
15 10 15 



Pro Leu Ala Ser Ala Glu Lys Ser Gly Ala Tyr Arg His Val Thr Arg 
25 20 25 30 

Gin Arg Ala Leu Glu Leu Pro Tyr lie Glu Ala Asn Pro Leu Val Met 
35 40 45 

30 Gin Ser Leu Val lie Thr Asp Arg Asp Ala Ser Asp Ala Asp Trp Ala 
50 55 60 

Ala Asp Leu Ala Gly Leu Pro Ser Pro Ser Tyr Val Ser Met Asn Arg 
65 70 75 80 

Val Thr Thr Thr Gly His lie Val Tyr Ala Leu Lys Asn Pro Val Cys 
85 90 95 

Leu Thr Asp Ala Ala Arg Arg Arg Pro lie Asn Leu Leu Ala Arg Val 
40 100 105 110 

Glu Gin Gly Leu Cys Asp Val Leu Gly Gly Asp Ala Ser Tyr Gly His 
115 120 125 

45 Arg lie Thr Lys Asn Pro Leu Ser Thr Ala His Ala Thr Leu Trp Gly 
130 135 140 



50 



Pro Ala Asp Ala Leu Tyr Glu Leu Arg Ala Leu Ala His Thr Leu Asp 
145 150 155 160 
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Glu lie His Ala Leu Pro Glu Ala Gly Asn Pro Arg Arg Asn Val Thr 
165 170 175 

Arg Ser Thr Val Gly Arg Asn Val Thr Leu Phe Asp Thr Thr Arg Met 
5 180 185 190 

Trp Ala Tyr Arg Ala Val Arg His Ser Trp Gly Gly Pro Val Ala Glu 
195 200 205 

10 Trp Glu His Thr Val Phe Glu His lie His Leu Leu Asn Glu Thr lie 
210 215 220 

lie Ala Asp Glu Phe Ala Thr Gly Pro. Leu Gly Leu Asn Glu Leu Lys 
225 230 235 240 

15 * 

His Leu Ser Arg Ser lie Ser Arg Trp Val Trp Arg Asn Phe Thr Pro 
245 250 255 

Glu Thr Phe Arg Ala Arg Gin Lys Ala lie Ser Leu Arg Gly Ala Ser 
20 260 265 270 

Lys Gly Gly Lys Glu Gly Gly His Lys Gly Gly lie Ala Ser Gly Ala 
275 280 285 

25 Ser Arg Arg Ala His Thr Arg Gin Gin Phe Leu Glu Gly Leu Ser 
290 295 300 

(2) INFORMATIONS POUR SEQ ID N° 3 : 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : 
30 (A) LONGUEUR : 85 acides amines 

(B) TYPE : Acide amine 
(D) TOPOLOG1E : Lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE : Proteine 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID n° 3 : 



35 



Met Thr Thr Arg Glu Arg Leu Pro Arg Asn Gly Tyr Ser Tie Ala Ala 
15 10 15 



Ala Ala Lys Lys Leu Gly Val Ser Glu Ser Thr Val Lys Arg Trp Thr 
40 20 25 30 

Ser Glu Pro Arg Glu Glu Phe Val Ala Arg Val Ala Ala Arg His Ala 

35 40 45 

45 Arg lie Arg Glu Leu Arg Ser Glu Gly Gin Ser Met Arg Ala lie Ala 
50 55 60 
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Ala Glu Val Gly Val Ser Val Gly Thr Val His Tyr Ala Leu Asn Lys 
65 70 75 80 

Asn Arg Thr Asp Ala 

85 



(2) INFORMATIONS POUR SEQ ID N° 4 : 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : 

(A) LONGUEUR : 59 paires de bases 

(B) TYPE : Acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS : Un 

(D) TOPOLOGIE : Lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE : ADN (synthetique) 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID n° 4 : 

AATTCAAGCT TGTCGACGTT AACCTGCAGG CATGCGGATC CGGTACCGAT ATCAGATCT 
59 



(2) INFORMATIONS POUR SEQ ID N° 5 : 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : 

(A) LONGUEUR : 59 paires de bases 

(B) TYPE : Acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS : Un 

(D) TOPOLOGIE : Lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE : ADN (synthetique) 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID n° 5 : 

CCGAAGATCT GATATCGGTA CCGGATCCGC ATGCCTGCAG GTTAACGTCG ACAAGCTTG 
59 



(2) INFORMATIONS POUR SEQ ID N° 6 : 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : 

(A) LONGUEUR : 24 paires de bases 

(B) TYPE : Acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS : Un 

(D) TOPOLOGIE : Lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE : ADN (synthetique) 
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(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID n° 6 : 

GTACCGGCCG CTGCGGCCAA GCTT 
24 

5 

(2) INFORMATIONS POUR SEQ ID N° 7 : 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : 

(A) LONGUEUR : 24 paires de bases 

(B) TYPE : Acide nucleique 
10 (C) NOMBRE DE BRINS : Un 

(D) TOPOLOGIE : Lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE : ADN (synthetique) 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID n° 7 : 

15. GATCAAGCTT GGCCGCAGCG GCCG 
24 

(2) INFORMATIONS POUR SEQ ID N° 8 : 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : 
20 (A) LONGUEUR : 35 paires de bases 

(B) TYPE : Acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS : Un 

(D) TOPOLOGIE : Lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE : ADN (synthetique) 

25 (xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID n° 8 : 

AAACTGCAGC TGCTGGCTTG CGCCCGATGC TAGTC 
35 

30 (2) INFORMATIONS POUR SEQ ID N° 9 : 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : 

(A) LONGUEUR : 76 paires de bases 

(B) TYPE : Acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS : Un 
35 (D) TOPOLOGIE : Lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE : ADN (synthetique) 
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(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID n° 9 : 



AAACTGCAGC AGCTGGGCAG GCCGCTGGAC GGCCTGCCCT CGAGCTCGTC TAGAATGTGC 
60 

TGCCGATCCT GGTTGC 
76 



(2) INFORMATIONS POUR SEQ ID N° 10 : 

(i) CARACTER1STIQUES DE LA SEQUENCE : 

(A) LONGUEUR : 32 paires de bases 

(B) TYPE : Acide nucl6ique 

(C) NOMBRE DE BRINS : Un 

(D) TOPOLOGIE : Lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE : ADN (synthetique) 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID n° 10 : 



CTAGTCTAGA CACCGATGAG GAAACCCGAT GA 
32 



(2) INFORMATIONS POUR SEQ ID N° 1 1 : 

(i) C AR ACTERISTIQ UES DE LA SEQUENCE : 

(A) LONGUEUR : 36 paires de bases 

(B) TYPE : Acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS : Un 

(D) TOPOLOGIE : Lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE : ADN (synthetique) 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID n° 1 1 : 



CCCAAGCTTC TCGAGTCAGT GGTCGCTGGG CGCGCG 
36 



(2) INFORMATIONS POUR SEQ ID n° 12: 

(i) C A R ACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : 

(A) LONGUEUR : 24 paires de bases 

(B) TYPE: Acide nucl&que 

(C) NOMBRE DE BRINS : Un 

(D) TOPOLOGIE : Lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (synthetique) 
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(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID n° 12: 



GGAGATCTAGATCGATATCTCGAG 
24 

5 

(2) INFORMATIONS POUR SEQ ID n° 13: 

(i) CHARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : 

(A) LONGUEUR : 30 paires de bases 

(B) TYPE: Acide nucleique 

10 (C) NOMBRE DE BRINS : Un 

(D) TOPOLOGIE : Lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE : ADN (synthetique) 



15 (xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE SEQ ID n° 13: 



GATCCTCGAGATATCGATCTAGATCTCCGC 
30 
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REVINDICATIONS 

1. Polynucleotide caracterise en ce qu'il comprend une sequence 
capable de s'hybrider selectivement avec 

(a) la sequence SEQ ID n° 1 ou sa sequence complementaire ; 

(b) une sequence provenant du plasmide de 3,6 kb de Propionibacterium 
freudenreichii CBS 101022 ; 

(c) une sequence provenant du plasmide de 3,6 kb de Propionibacterium 
freudenreichii CBS 101023 ; ou 

(d) une sequence qui code un polypeptide qui comprend SEQ ID n° 2 ou 
3, une sequence d'acides amines sensiblement homologue de celle-ci 
ou un fragment de Tune ou l'autre sequence. 

2. Polynucleotide caracterise en ce quil s'agit d'un plasmide k 
replication autonome qui peut demeurer extrachromosomique a l'interieur d'une 
cellule hole, qui est issu d'un plasmide endogene de Propionibacterium et qui, 
quand il comprend un gene hdterologue, est capable d'exprimer ce gene a 
l'interieur de la cellule hote. 

3. Polynucleotide selon la revendication 1, caracterise en ce qu'il se 
replique de maniere autonome dans une cellule hdte. 

4. Polynucleotide selon la revendication 3, caracterise en ce que la 
cellule hote est une cellule de Propionibacterium. 

5. Polynucleotide selon la revendication 4, caracterise en ce que la 
cellule de Propionibacterium est une cellule de Propionibacterium freudenreichii. 

6. Polynucleotide selon Tune quelconque des revendications 
precedentes, caracterise en ce qu'il est capable de s'hybrider selectivement avec 
une ou plusieurs sequence de SEQ ID n° 1 qui est ou sont necessaires pour la 
replication autonome dans une cellule de Propionibacterium. 

7. Polynucleotide selon la revendication 1, caracterise en ce qu il 
comprend le fragment de 1/7 kb de SEQ ID n° 1 delimite par les sites de 
restriction Sail et A/wNI ou les nucleotides 1 a 1750 de SEQ ID n° 1. 

8. Vecteur caracterise en ce qu il comprend un polynucleotide selon 
Tune quelconque des revendications precedentes. 

9. Vecteur selon la revendication 8, caracterise en ce qu'il s'agit d'un 

plasmide. 

10. Vecteur selon Tune quelconque des revendications 8 et 9, 
caracterise en ce qu il comprend en outre un marqueur selectionnable. 
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11. Vecteur selon Tune quelconque des revendications 8 a 10, 
caracterise en ce qu'il se replique de maniere autonome dans E. coli, 

12. Vecteur selon Tune quelconque des revendications 8 a 11, 
caracterise en ce qu'il s'agit d'un vecteur d'expression. 

5 13. Vecteur selon la revendication 12, caracterise en ce qu'il comprend 

un gene endogene de Propionibacterium ou un gene heterologue lie de maniere 
active a une sequence de controle capable d'assurer I'expression du gene. 

14. Vecteur selon la revendication 13, caracterise en ce que le gene est 
le gene cob A. 

10 15. Vecteur selon la revendication 13, caracterise en ce que le gene 

heterologue code un polypeptide k caractere therapeutique chez un etre humain ou 
un animal. 

16. Polypeptide caracterise en ce qu'il comprend ia sequence SEQ ID 
n° 2 ou 3 ou une sequence sensiblement homologue a celle-ci, ou un fragment de 

15 Tune ou 1'autre desdites sequences, ou en ce qu'il est code par un polynucleotide 
selon Tune quelconque des revendications 1 a 7. 

17. Cellule hote, caracterisee en ce qu'elle comprend un 
polynucleotide selon Tune quelconque des revendications 1 a 7 ou un vecteur 
selon Tune quelconque des revendications 8 k 15 ou en ce qu'elle peut etre 

20 transformee ou transfectee avec un vecteur selon Tune quelconque des 
revendications 13 a 15. 

18. Cellule hote selon la revendication 17, caracterisee en ce qu'il 
s'agit d'une bact£rie. 

19. Cellule hote selon la revendication 18, caracterisee en ce qu'il 
25 s'agit d une bact£rie Propionibacterium ou E. coli. 

20. Procede de production d'une cellule hote selon Tune quelconque 
des revendications 17 k 19, caracterise en ce qu'il comprend la transformation ou 
la transfection d'une cellule hole avec un polynucleotide selon Tune quelconque 
des revendications 1 a 7 ou avec un vecteur selon Tune quelconque des 

30 revendications 8 a 15. 

21. Procede de preparation d'un polypeptide ou d'un autre compose, 
caracterise en ce qu'il comprend la culture ou la fermentation d'une cellule hote 
selon 1'une quelconque des revendications 17 a 19 dans des conditions permettant 
I'expression ou la production du polypeptide ou du compose. 
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22. Procede selon la revendication 2 1 , caracterise en ce qu'il sagit d un 
procede de fermentation dans lequel la cellule hote est cultivee dans des 
conditions aerobies ou anaerobies. 

23. Procede selon Tune quelconque des revendications 2 1 et 22, 
caracterise en ce que le polypeptide exprime ou le compose produit est recupere h 
partir de la cellule hote. 

24. Procede selon la revendication 23, caracterise en ce que le 
polypeptide est une protease, une amylase, une lipase ou une peptidase, ou en ce 
que le compost est la vitamine B 12. 

25. Procede selon Tune quelconque des revendications 21 a 24, 
caracterise en ce que le polypeptide est secn§t6 par la cellule hote. 

26. Procede selon Tune quelconque des revendications 2 1 k 24, 
caracterise en ce que le polypeptide est exprime sur la surface de la cellule hote et 
en ce qu'il s'agit dun antigene ou d'un immunogene. 

27. Polypeptide ou compose, caracterise en ce qu'il est prepare par un 
procede selon Tune quelconque des revendications 21 ik 26. 

28. Procede de production de la vitamine B12 (cobalamine), 
caracterise en ce qu'il comprend la culture d'une cellule hote selon Tune 
quelconque des revendications 17 & 19 dans des conditions dans lesquelles la 
vitamine B 12 est produite et, si necessaire, Tisolement de la vitamine B 12. 

29. Vitamine B12, caracterisee en ce qu'elle est produite par le procede 
selon la revendication 28. 

30. Polypeptide selon la revendication 27, caracterise en ce qu'il est 
destine h etre utilise dans une methode de traitement du corps humain ou animal 
par therapie. 

31. Cellule hote selon Tune quelconque des revendications 17 a 19, 
caracterisee en ce qu'elle est destin£e a etre utilisee dans une methode de 
traitement du corps humain ou animal par therapie ou dans un aliment pour 
animaux. 

32. Utilisation d'une cellule hote selon Tune quelconque des 
revendications 17 5 19 ou d'un polypeptide ou compose selon la revendication 27 
pour la fabrication du fromage. 

33. Utilisation d'une cellule hote selon Tune quelconque des 
revendications 17 5 19 ou d'un polypeptide ou compose selon la revendication 27 
dans la fabrication d'un aliment ou d'un aliment pour animaux. 
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34. Aliment, caracterise en ce qu'il comprend un polypeptide ou 
compose selon la revendication 27 ou une cellule hole selon Tune quelconque des 
revendications 17 a 19. 

35. Aliment selon la revendication 34, caracterise en ce qu'il est 
5 destine a la consommation par rhomme (par exemple fromage, saucisse) ou par un 

animal. 

36. Procede de fabrication du fromage ou d'autres produits laitiers 
fermentes, caracterise en ce qu'il comprend 1'utilisation d'une cellule hote selon 
Tune quelconque des revendications 17 a 19. 

10 37. Procedd selon la revendication 36, caracterise en ce que la cellule 

hote est utilisde a la place de ou en plus de bacteries lactiques. 

38. Procede selon 1'une quelconque des revendications 36 et 37, 
caracterise en ce que la cellule hote est une cellule de Propionibacterium. 
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Figure 1 
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Figure 2a 
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Figure 2b 
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